



MAPEO, IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIOS
DE EXPRESIÓN DEL GEN RESPONSABLE




Reunido el Tribunal que suscribe en eí día de la
fecha, acordó calificar/la presente Tesis Poetara! ,
ron \n rfinsum HP /AAYMf/Z jL t tT (4 (aii/ij '
Madrid, Jy rh ÜAAMA¿ d{ 14TÜ £
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA
MAPEO, IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIOS
DE EXPRESIÓN DEL GEN RESPONSABLE






UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
MAPEO, IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIOS
DE EXPRESIÓN DEL GEN RESPONSABLE
DE LA SORDERA DFNA44
Memoria que, para optar al título de Doctor,
presenta Silvia Modamio Hoybjor,
Licenciada en Ciencias Químicas
Directores de Tesis:
Dr. Felipe Moreno Herrero
Dr. Miguel Ángel Moreno Pelayo
Unidad de Genética Molecular
Hospital Ramón y Cajal
Madrid, 2006

Hospital Ramón y Cajal
Don Felipe Moreno Herrero. Doctor en Ciencias Biológicas y Jefe de la Unidad de
Genética Molecular del Hospital Ramón y Cajal de Madrid, y Don Miguel Ángel Moreno
Pelayo. Doctor en Ciencias Biológicas e Investigador FIS-ISCIII en la misma Unidad.
CERTIFICAN: Que Doña Silvia Modamio Hoybjflr ha realizado
bajo su dirección el trabajo de Tesis Doctoral que lleva
por título "Mapeo. identificación y estudios de expresión
del yon responsable de la sordera 1)1 NA44".
Revisado el presente trabajo, expresamos nuestra conformidad para la presentación del
mismo, por considerar que reúne los requisitos necesarios para ser sometido a discusión ante
el Tribunal correspondiente, para optar al grado de Doctor.
F.n Madrid, a 27 de Abril de 2006
Dr. Felipe Moreno Herrero
Unidad de Genética Molecular
Hospital Ramón y Cajal. Madrid
Dr. Miguel Ángel Moreno Pelayo
Unidad de Genética Molecular







lo que está im'is cerca de expresar lo inexpresable




He de reconocer que siempre he sentido una atracción especial hacia la genética, desde
que aprendí las primeras nociones de herencia mendeliana en el instituto. Hn quinto de
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fascinaba cómo una molécula tan "simple" como el DNA era capaz de codificar y orquestar
de forma tan perfecta todo cuanto somos, y cómo una simple "errata" en este código podía
tener consecuencias desastrosas, incluso para la vida. Cuando entré en la Unidad de Genética
Molecular del Hospital Ramón y Cajal, en el año 2000, deseaba profundizar en esta molécula
y aprender todas las técnicas que se empleaban en la búsqueda y detección de mutaciones
causantes de patología. Ahora, en el 2006, reconozco que mis expectativas se han superado
con creces: no sólo he aprendido técnicas de genética molecular, sino también a abrir mi
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Kl SI MEN
La sordera neurosensorial no sindrómica (SNNS), en la que la pérdida auditiva es el
único síntoma clínico, es un déficit sensorial muy frecuente que se caracteriza por su gran
heterogeneidad genética. Hasta la fecha se han descrito L)5 loci implicados en este trastorno,
de los cuales se han identificado 38 genes responsables. El repertorio de productos que éstos
codifican es muy variado, y abarca desde proteínas involucradas en el desarrollo temprano del
oído interno hasta proteínas necesarias para el mantenimiento de estructuras muy
especializadas dentro de la cóclea adulta. En este trabajo, describimos el mapeo de un nuevo
locus de SNNS de herencia autosómica dominante, DFNA44, en la región cromosómica
3q28-29, y la identificación de la mutación causante de esta patología en el gen C3orf6. Este
gen codifica Ymer, una proteína de función desconocida recientemente descubierta como un
efector fosforilable en tirosina involucrado en la red de señalización del EGF. Con la finalidad
de comprender el papel que esta proteína juega en el sistema auditivo, hemos investigado su
patrón de expresión en oído interno de ratón. Como resultado, hemos detectado la presencia
de cuatro isofonnas distintas del gen. cuya expresión no se restringe al oído interno. Hemos
concluido también que Ymer es una proteina soluble y citosólica. Asimismo, los
experimentos de inmunohistoquímiea realizados sobre secciones de oído interno de ratón de
distintos estadios pre- y postnatales muestran una expresión dinámica de Ymer que coincide
con los eventos de diferenciación de las distintas estructuras durante el desarrollo del oído
interno, y que queda restringida a la estría vascular y al epitelio sensorial vestibular en el oído
interno adulto. Esto sugiere que Ymer podría jugar un papel importante en el desarrollo del
oído interno, asi como en el mantenimiento de la función auditiva y vestibular en adulto.
SUIMMARY
Non-syndromic sensorineural hearing impairment (NSSHI), in which the hearing loss
¡s associated with no other clinical features, is a very common sensorial disorder characterised
by its extrcmely genetic heterogeneity. To date, as much as 95 loci have been dcscribed to be
implicated in this disorder, for which 38 responsible genes have been identified. The varied
repertoire of produets they encode ranges from proteins involved in early inner car
development to proteins whose participaron is required for the maintenance of highly
specialized structures of the mature cochlea. In this work, \ve describe the mapping of a novel
¡ocus for autosomal dominant NSSHI, DFNA44, to ehromosome 3q28-29, and the
identification of the responsible mutation in the gene C3orf6. This gene encodes Ymer, a
protein of unknown function recently described as a tyrosine-phosphorilated effector involved
in EGF-mediated cell signalling. To gain insight into the role that this protein plays in the
auditory system, we have investigated its expression pattern in mouse inner ear. As a rcsult,
we have detected four different C3or/6 isoforms, whose expression is not restricted to this
organ. We have also concluded that Ymer is a cytosolic soluble protein.
Immunohistochemistry performed on mouse inner ear sections from several pre- and postnatal
stages reveáis that Ymer is dynamically expressed in different structures coinciding with their
diflcrentiation events during inner ear development, and that its expression is restricted to the
stria vascularis and the vestibular sensory epithelia in the adult inner ear. This suggests that
Ymer may play a crucial role both in inner car development and in the maintenance oí the
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E(n°) día embrionario "n""
EDTA ácido etilendiaminotetraacético
EGF factor de crecimiento epidérmico
EGFR receptor del EGF
EST secuencia corta expresada (Expressed Sequence Tag)
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UTR región no traducida (UnTranslated Región)
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Z valor de lod score
Zm a x valor de lod score máximo
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1 Anatomía v funcionamiento del oído en mamíferos
mf
1.1 Anatomía general del oído
El sistema auditivo periférico recibe el nombre de oído y consta de tres partes
anatómicas bien diferenciadas (ver Figura 1 A):
El oído externo, constituido por el pabellón auricular u oreja y el conducto auditivo
externo, que está limitado en su parte interna por el tímpano.
El oído medio, que comprende el tímpano o membrana timpánica, la cavidad timpánica
(situada dentro del hueso temporal y comunicada con la naso faringe por medio de la
trompa de Eustaquio), y la cadena de huesecillos (martillo, yunque y estribo).
El oído interno o laberinto, alojado en el hueso temporal y formado por dos sistemas
sensoriales distintos: el vestíbulo (comprendido por el sáculo, el utrículo y los tres canales
semicirculares), responsable del equilibrio, y la cóclea, responsable de la audición (Figura
IB). Su función es la de transformar los estímulos mecánicos (sonoros y de aceleración)
en impulsos nerviosos, que se transmiten al sistema nervioso central a través de las fibras
del octavo par craneal o nervio auditivo. Ambos sistemas están conformados por una serie
de conductos y cavidades conectados entre si y rellenos de endolinfa. que constituyen el
laberinto membranoso. Éste, a su vez. se halla sumergido en la perilinfa del laberinto óseo.
que se comunica con el oído medio a través de dos orificios: la ventana oval, en la cual se












Figura 1. A) Esquema general del oído (adaptado de Aloe N Salt. Washington University; URL:
http://oto.wustl.edu/cochleaO. B) Ampliación del oído interno. En la parte superior izquierda se muestra
e¡ laberinto óseo; la figura principal representa el laberinto membranoso, con el espacio ocupado por la
endolinfa sombreado en azul (adaptado de S Blatrix, CRIC; URL: http://www.cochlea.org).
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1.2 Desarrollo del oído interno
El primer evento en la morfogénesis del oído interno de mamíferos es la formación de
la placoda ótica, un engrosamiento del ectodermo superficial a ambos lados del rombencéfalo
(Figura 2a). Posteriormente, la placoda ótica se invagina para formar la fosita ótica (Figura
2b). que justo después del cierre del tubo neural se separa del ectodermo superficial y da lugar
a una estructura epitelial hueca llamada vesícula ótica u otocisto (Figura 2c), Inmediatamente
después de la formación del otocisto, un grupo de neuroblastos se desprende de su pared
anteroventral para formar el ganglio estatoacústico. que inervará el oído interno. A medida
que el otocisto se desarrolla, va transformándose en un elaborado laberinto relleno de fluido
que comprende las estructuras sensoriales auditivas y vestibulares: al mismo tiempo, el
mesénquima circundante es reclutado alrededor para formar el laberinto óseo. El oído interno
maduro (Figura 2d) consta de seis epitelios sensoriales, que se localizan, respectivamente, en
las tres crestas ampulares (situadas en cada una de las ampollas de los tres canales
semicirculares; Figura 2e). que responden a la aceleración angular, en las dos máculas (una
del sáculo y otra del utrículo: Figura 2f). que responden a la aceleración lineal, y en el órgano




(Figura 2g), responsable de la
audición. Aunque difieren en
su función y en su arquitectura




(ciliadas), células de soporte.
Figura 2. Esquema del desarrollo del
oído interno de mamíferos a partir de
la placoda ótica (a-d). El oído interno
maduro posee tres tipos de epitelios
sensoriales (e-g). Abreviaturas: T,
tubo neural; N. notocorda: G, ganglio
estatoacústico; AA, ampolla anterior;
AL, ampolla lateral; AP. ampolla
posterior; S, sáculo; U. utrículo; C.
cóclea; CUP. cúpula; MO, membrana
otoconial; MT. membrana tectoria
(adaptado de Bryant y cois. 2002).
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y una prominente estructura extracelular (la cúpula de las crestas ampulares, la membrana
otoconial de las máculas y la membrana tectoria del órgano de Corti) {Bryant y cois. 2002;
Barald y Kelley 2004).
1.3 Estructura de la cóclea adulta
La cóclea humana es un conducto membranoso de unos 3-3.5 cm de longitud que se
enrolla sobre sí mismo describiendo dos vueltas y media (una y tres cuartos en ratón) en torno
a un eje central llamado modiolo, por donde viaja el nervio coclear, que forma parte del
nervio auditivo (ver Figura 3A). Externamente, está protegida por una cubierta ósea llamada
cápsula ótica. Su interior está subdividido en tres conductos: la rampa vestibular y la rampa
timpánica, rellenas de perilinfa, y el conducto coclear o rampa media, rellena de endolinfa.
Ambos fluidos se mantienen separados gracias a un sistema de uniones estrechas [tight
junctions) entre las células epiteliales que revisten el conducto coclear. La endolinfa presenta
una composición iónica poco usual en un fluido extracelular, con una alta concentración de
iones K+ y una baja concentración de Na+; por el contrario, la perilinfa (derivada del fluido
cerebroespinal) posee una concentración alta de Na+ y baja de K+. Esta diferente composición
iónica crea una diferencia de potencial entre ambos fluidos, de aproximadamente +80 mV,
que se denomina potencial endococlear. En la zona basal, la rampa vestibular comunica con la
ventana oval, mientras que la rampa timpánica termina en la ventana redonda. Ambas rampas
están comunicadas en la parte apical por una apertura llamada helicotrema. La cóclea presenta
una organización tonotópica, de forma que la sensibilidad a las distintas frecuencias varía
gradualmente desde la base (donde se procesan las frecuencias agudas) al ápex (que responde
a las frecuencias graves).
El conducto coclear (Figura 3B) se halla delimitado por la membrana de Reissner
(MR), que lo separa de la rampa vestibular, el ligamento espiral (LgE), la estría vascular
(EV), la membrana basilar (MB), que linda con la rampa timpánica, y el limbo espiral (LiE).
Sobre la membrana basilar descansa el órgano sensorial auditivo propiamente dicho u órgano
de Corti, formado por células sensoriales y células de soporte, y sobre éste se sitúa la
membrana tectoria (MT).
1.3.1 Órgano de Corti
Las células ciliadas son las células sensoriales auditivas; existen dos tipos: las células
ciliadas internas (CCIs), que se disponen en una hilera longitudinalmente a lo largo de la
cóclea, y las células ciliadas externas (CCEs), que forman tres hileras (Figura 3B y C). La
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principal diferencia entre ambos tipos celulares es que las CCIs son las células realmente
sensoriales, y por tanto las que transmiten la información al nervio auditivo; las CCEs, en
cambio, aunque presentan características sensoriales, también tienen capacidad motil, y son
las células responsables de la alta sensibilidad de la cóclea al estímulo auditivo, así como de la
exquisita capacidad de resolución de frecuencias. Tanto CCIs como CCEs presentan en su
parte apical un penacho de microvilli rígidos denominados estereocilios, que están dispuestos
linealmente en las CCIs, y en forma de "U" o "W" en las CCEs (Figura 3C). Dicho penacho
está formado por tres hileras de estereocilios cuya longitud va creciendo "en escalera" hacia la
parte lateral (externa) de la cóclea (Figura 3D). Los estereocilios poseen en su interior un haz
denso de filamentos de actina que les permite mantener su rigidez. Las puntas de los
estereocilios están conectadas al lateral de los estereocilios (más largos) de la hilera adyacente
mediante unas fibrillas llamadas uniones apicales (tip links); los estereocilios también se
conectan unos con otros dentro de la misma hilera y entre hileras adyacentes por medio de
uniones laterales. La longitud de las CCEs, así como la de sus estereocilios, aumenta en
gradiente de la base al ápex de la cóclea.
En el órgano de Corti, las células ciliadas están rodeadas por células de soporte
altamente diferenciadas, con una función de apoyo, tanto metabólico como estructural. En
sentido radial, desde el lado medial hasta el lado lateral (ver Figura 3B), se encuentran las
células marginales (M) y las células falángicas internas (F), que rodean a las CCIs, las células
pilares internas (PI) y extemas (PE), que separan a ambos tipos de células ciliadas, las células
de Deiters (D), sobre las que descansan las CCEs, y las células de Hensen (H). Las paredes
laterales de las células ciliadas y de soporte están selladas en su parte apical por uniones
estrechas, que crean, en el órgano de Corti, una superficie continua llamada lámina reticular,
Figura 3. A) Sección medio-modiolar de la cóclea mostrando los tres compartimentos en que se divide.
Abreviaturas: CO, cápsula ótica; CC, conducto coclear; RV, rampa vestibular; RT, rampa timpánica; GE,
ganglio espiral; NA, nervio auditivo. La flecha roja procede de la ventana ova!; la flecha azul apunta hacia la
ventana redonda (adaptado de S Blatrix, CRIC; URL: http://www.iurc.montp.inserm.fr/cric/audition/english/
start.htm). En el recuadro se muestra una sección transversal ampliada en B), donde se observa en detalle la
separación de la perilinfa (azul) y la endolinfa (rosa). Abreviaturas: MR, membrana de Reissner; EV, estría
vascular; LgE, ligamento espiral; PE, prominencia espiral; MB, membrana basilar; LÍE, limbo espiral; CCI,
célula ciliada interna; CCE, célula ciliada externa; MT, membrana tectoria; CI, células interdentales; SI, surco
interno; M, célula marginal; F, célula falángica interna; PI, célula pilar interna; PE, célula pilar extema; D,
células de Deiters; H, células de Hensen; C, células de Claudius; R, célula raíz; SEE, surco espiral externo; A,
terminal aferente. Se indican los lados medial (hacia el modiolo) y lateral (en la zona externa) de la cóclea
(adaptado de Slepecky 1996). C) Superficie de la lámina reticular, donde se pueden ver los estereocilios de las
células ciliadas internas (CCI) y de las células ciliadas externas (CCE) (fotografía de M Lenoir, CRIC; URL:
http://www.cochlea.org). D) Ampliación del penacho de estereocilios de una célula ciliada extema, donde se






la cual actúa de barrera entre la endolinfa y la perilinfa impidiendo el paso de iones a través
de los amplios espacios intercelulares. Las células pilares y las células de Deiters son
especialmente importantes para soportar el estrés mecánico que sufre el órgano de Corti tras
la estimulación auditiva, y por ello presentan bases celulares anchas que se apoyan en la
membrana basilar (MB) y un importante citoesqueleto basado en haces de micro filamentos y
microtúbulos que se extienden a lo largo de toda su longitud.
Las células ciliadas del órgano de Corti presentan inervación tanto aferente (hacia el
cerebro) como eferente (desde e! cerebro). El nenio coclear está formado por las fibras
aferentes, cuyas neuronas presentan sus somas en el ganglio espiral, situado en el modiolo.
Estas neuronas emiten dendritas que hacen sinapsis en la base de las células ciliadas: la gran
mayoría (el 95% de la población del ganglio espiral) son células ganglionares tipo I, que
contactan con las CCIs, mientras que el 5% restante son células ganglionares tipo II, que
contactan con las CCEs. Ambos tipos de células ciliadas reciben inervación eferente, con una
posible función de modulación postsináptica y/o de protección frente a la sobreestimulación.
1.3.2 Membrana basilar
La membrana basilar (MB) (Figura 3B) es una capa compuesta principalmente por
matriz extracelular, sobre la cual se asienta el órgano de Corti. Está formada por filamentos
paralelos orientados en sentido transversal, incluidos en una matriz amorfa, y posee la
capacidad de vibrar en respuesta al estímulo sonoro. La MB presenta dos partes bien
diferenciadas: la zona arqueada (parte medial), que está incluida en la lámina espiral ósea y
por tanto no tiene la capacidad de vibrar, y la zona pectínea (parte lateral), que puede vibrar
libremente. Las células ciliadas internas se localizan sobre la zona arqueada, mientras que las
células ciliadas externas se sitúan por encima de la zona pectínea. De base a ápex de la cóclea,
la MB exhibe un gradiente estructural en el cual disminuye su rigidez y aumenta su masa. La
MB juega un papel importante en la alta selectividad (discriminación de frecuencias) de la
cóclea.
1.3.3 Membrana tectoria
La membrana tectoria (MT) (Figura 3B) es una estructura gelatinosa compuesta por
matriz extracelular, que se encuentra suspendida sobre el órgano de Corti. En su zona medial,
se ancla al limbo espiral a través de las células interdentales (CI), que secretan el material que
la compone; en la parte lateral, hace contacto con los estereocilios más largos de las células
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ciliadas extemas (éstos se hallan implantados en la superficie inferior de la MT) y con las
células de Hensen. La MT presenta una estructura muy organizada, con haces radiales de
fibras colagenosas embebidos en una matriz de fibrillas entrecruzadas formadas por proteínas
no colagenosas (principalmente a y (3-tectorina); la distinta distribución de ambos tipos de
fibras define regiones dentro de la MT con diferentes propiedades. Al igual que la MB, la MT
exhibe un gradiente en el que la masa aumenta de la base al ápex de la cóclea.
1.3.4 Estría vascular
Se trata de un tejido muy vascularizado en la pared lateral del conducto coclear
(Figura 3B), y es responsable de la secreción de K+ a la endolinfa y por tanto del
mantenimiento del potencial endococlear. Está formada por tres tipos celulares: células
marginales, intermedias y básales (del lado medial al lado lateral). Las células marginales,
derivadas del laberinto membranoso, forman una capa celular en contacto con la endolinfa e
intervienen en el transporte activo de iones K+ al espacio endolinfático. Las células
intermedias son melanocitos derivados de la cresta neural; estas células forman una capa
discontinua situada entre las otras dos capas celulares. Las células básales son células planas
de origen mesenquimático que forman una capa continua, estableciendo una barrera entre la
estría vascular y el ligamento espiral. Al igual que las células marginales, presentan un
importante sistema de uniones estrechas que crea un compartimento cerrado dentro de la
estría, separando la endolinfa y la perilinfa (para mayor detalle sobre la estructura de la
cóclea, ver Slepecky 1996; Forge y Wright 2002; Raphael y Altschuler 2003).
1.4 Fisiología de la audición
El oído interno es una estructura de una extraordinaria complejidad y precisión, que se
podría calificar como una de las más notables muestras de microingenieria del organismo de
los vertebrados. Aunque nuestros conocimientos actuales sobre la fisiología de la audición
distan mucho de ser completos, se expone a continuación un breve resumen de la cascada de
acontecimientos que tiene lugar desde la captación de la onda sonora hasta su codificación en
forma de impulsos nerviosos.
Las ondas sonoras capturadas por el pabellón auricular son canalizadas a través del
conducto auditivo externo hasta la membrana timpánica, donde la vibración se transmite por
medio de la cadena de huesecillos a la membrana que recubre ia ventana oval del laberinto
óseo. La vibración de ésta genera ondas de presión en la perilinfa de la rampa vestibular, que
a su vez hacen vibrar por resonancia a la membrana basilar en un punto dado, dependiendo de
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su frecuencia. El desplazamiento de la membrana basilar genera un acercamiento entre la
superficie de las células ciliadas externas (CCEs) y la membrana tectoria. lo cual a su ve/
provoca una desviación al unísono del penacho de estereocilios. La tensión generada en las
uniones apicales (fip links) genera la apertura de los canales catiónicos de transducción.
localizados en la punta de cada estereocilio (formados probablemente por TRPA1; Corey y
cois. 2004). Se piensa que estos canales están mecánicamente acoplados a las uniones
apicales, ya que una desviación de tan sólo unos pocos nanómetros en dirección al estereocilio
más largo es capaz de abrirlos en cuestión de microsegundos. Debido a la diferencia de
potencial entre la endolinfa y el citoplasma de las células ciliadas en reposo
(aproximadamente +150 mV). la apertura de estos canales genera un flujo de iones K \ a favor
de gradiente electroquímico, hacia el interior de las CCEs. y éstas se despolarizan. Esta
despolarización. a su vez. provoca una rápida contracción en las CCEs: éste es un mecanismo
activo que devuelve la energía mecánica al órgano de Corti. amplificando el movimiento de la
membrana basilar (fenómeno conocido como "amplificación" coclear) y provocando la
excitación de las células ciliadas internas (CCIs), posiblemente a través de su interacción con
la membrana tectoria. La apertura de canales de transducción en las CCIs provoca su
despolarización y activa, a su vez. la apertura de canales de Ca2* en su membrana basolateral,
lo cual desencadena la fusión de vesículas sinápticas a la membrana plasmática. La liberación
de neurotransmisores (glutamato) activa el nenio acústico, que envía la información auditiva
al sistema nervioso central.
Las células ciliadas (tanto internas como externas) necesitan ser repolarizadas
rápidamente para permitir una rápida sucesión de ciclos de mecanotransducción. A esto
contribuye el mecanismo de "adaptación" que existe en los estereocilios. el cual asegura el
cierre de los canales de transducción antes de que el estereocilio vuelva a su posición inicial,
mediante la relajación de la tensión de las uniones apicales. Este mecanismo, activado por el
aumento de Ca2' intracelular que se da cuando los canales de transducción están abiertos
(debido a que éstos son también permeables al Ca2*). reduce el tiempo de apertura de dichos
canales. Por otra parte, la despolarización de la célula ciliada provoca la apertura de canales
de K* en su membrana basolateral (formados por KCNQ4) y la salida de iones K" al espacio
extracelular del órgano de Corti. bañado por perilinfa. El K* debe ser reciclado nuevamente a
la endolinfa para mantener el potencial endococlear. Esto se consigue por medio de dos redes
independientes de uniones comunicantes (gap junctions) en la cóclea: el sistema de las células
epiteliales y el sistema del tejido conectivo (Figura 4). El primero incluye las células
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interdentales, todas las células de soporte cocleares (células del surco interno, células de
soporte del órgano de Corti y células de Claudius) y las células raíz {root ceüs) (ver Figura
3B); el segundo sistema incluye, entre otros, los fibrocitos del ligamento espiral y las células
básales e intermedias de la estría vascular. El K* liberado por las células ciliadas es tomado
por las células de soporte y se mueve lateralmente a través del sistema del tejido epitelial
hasta la parte inferior del ligamento espiral, donde es secretado al espacio extracelular por las
células raíz. Posteriormente, los fibrocitos del ligamento espiral incorporan este K+. que
circula a través del sistema del tejido conectivo hasta el interior de la estría vascular, donde
las células marginales lo secretan de nuevo al espacio endolintatico (para más detalle sobre
fisiología de la audición, ver Kikuchi y cois. 2000: Petit y cois. 2001; Gillespie y Walker















Figura 4. Esquema que muestra el flujo del K" dentro de la cóclea: el K* de la endolinfa
es tomado por las células ciliadas y posteriormente liberado a través de su membrana
basolateral. Para ser reciclado, el K* atraviesa dos redes de uniones comunicantes, los
sistemas del tejido epitelial y del tejido conectivo, hasta llegar a la estría vascular, donde
las células marginales lo secretan de nuevo a la endolinfa (adaptado de Jentsch 2000).
En la compleja y delicada maquinaria del oído interno, son muchas las moléculas que
participan concertadamente en su funcionamiento; sin embargo, debido a la gran
inaccesibilidad de la cóclea dentro del hueso temporal y al escaso número de células de cada
tipo dentro de ésta (por ejemplo, sólo 10.000 células ciliadas, en contraste con los 120
millones de fotorreceptores de la retina), las aproximaciones clásicas de bioquímica han sido
poco fructíferas para identificar los componentes moleculares de las células cocleares, por lo
que nuestro conocimiento sobre la fisiología de este órgano sensorial a nivel molecular ha
sido escaso hasta hace pocos años. Actualmente, gracias al avance en el estudio genético de
las sorderas, se está comenzando a desentrañar las bases moleculares de la función auditiva.
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2 La sordera: aspectos generales
2.1 Epidemiología
La sordera o hipoacusia es eí déficit sensorial más frecuente en humanos, afectando a
un 6-8% de la población en países desarrollados. Puede aparecer a cualquier edad y con
cualquier grado de severidad y compromete seriamente la calidad de vida, especialmente si se
presenta en la infancia temprana, ya que impide la correcta adquisición del lenguaje y la
inlegración social del niño afectado. No menos importante es una pérdida de audición que se
presenta en la juventud o en la edad adulta, puesto que es mucho más frecuente y suele
empeorar con el tiempo, conduciendo al progresivo aislamiento social del individuo (Petit y
cois. 2001).
Aproximadamente, 1 de cada 1000 niños está afectado de sordera severa o profunda al
nacer o en la infancia temprana, en el periodo prelocutivo (es decir, antes de la adquisición del
lenguaje hablado). Se ha estimado que en los países desarrollados al menos un 60% de estos
casos tiene origen genético, porcentaje que sin duda irá en aumento a medida que los sistemas
sanitarios contribuyan a la disminución de los factores ambientales responsables (infecciones,
trauma acústico o craneal y fármacos ototóxicos entre otros) (Morton 1991; Marazita y cois.
1993). La prcvalencia de la hipoacusia aumenta significativamente con la edad: se calcula que
aproximadamente el 5% de la población por debajo de 45 años y alrededor del 50% de las
personas con 80 años de edad tienen un déficit auditivo que afecta a la comunicación normal
(Petersen 2002). Aunque no hay estudios documentados sobre la proporción de casos
genéticos en las formas postlocutivas, se considera que, en su gran mayoría, estos casos son
resultado de la combinación de factores genéticos y ambientales. Entre las formas de
aparición tardía, merecen mención especial la otosclerosis y la presbiacusia (pérdida auditiva
relacionada con la edad), ya que ambas parecen tener un importante componente genético en
su etiología (Kalatzis y Petit 1998; Petersen 2002).
2.2 Clasificación
Las hipoacusias se pueden clasificar en base a sus características clínicas y genéticas.
Clínicamente, se definen en función de los siguientes criterios (Willems 2000; Tekin y cois.
2001; Smith, Green y Van Camp 2005; Van Camp y Smith 2006):
- Asociación: la hipoacusia puede ser sindrómica, en cuyo caso aparece acompañada de
otras anomalías en el oído externo o en otros órganos (por ejemplo, retinitis pigmentosa,
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bocio, nefritis, etc.), o no sindrómica, cuando aparece aislada o asociada con anomalías del
oído medio y/o interno.
- Tipo de defecto: la sordera es conductiva si el defecto está en el oído externo o medio,
neurosensorial cuando la lesión tiene lugar en el oído interno, mixta cuando es una
combinación de hipoacusia conductiva y neurosensorial, y central cuando tiene su origen
en las vías auditivas.
- Edad de aparición: se habla de hipoacusias prelocutivas cuando comienzan en la
infancia, antes de la adquisición del lenguaje hablado. Dentro de éstas, las formas
congénitas son aquellas que están presentes desde el nacimiento. Las hipoacusias
postlocutivas son las que aparecen después de la adquisición del lenguaje.
Frecuencias afectadas: pueden ser frecuencias bajas (por debajo de 500 Hz -herzios-),
medias (entre 501 y 2000 Hz) y altas (por encima de 2000 Hz).
- Severidad: se refiere al grado de pérdida auditiva (tomado como la media para las
frecuencias de 0.5, 1, 2 y 4 kHz) en el oído con mejor audición. Así, la sordera se clasifica
como leve, cuando hay una pérdida de entre 20 y 40 dB (decibelios); moderada, cuando la
pérdida es de 41 a 70 dB; severa, cuando la pérdida es de 71 a 95 dB, y profunda cuando
supera los 95 dB.
Progresión: la sordera puede ser progresiva (la pérdida auditiva aumenta con el tiempo),
estable (no progresa) o fluctuante. Se considera progresiva cuando existe un deterioro de
la audición mayor a 15 dB (como media sobre las frecuencias de 0.5, 1 y 2 kHz) en un
periodo de 10 años.
Unilateral o bilateral: dependiendo de si hay afectación de un solo oído o de ambos,
respectivamente.
Alteraciones vestibulares: pueden estar o no presentes, acompañando a la sordera, y
consisten en trastornos del equilibrio, mareos, vértigos, etc.
Presencia/ausencia de acúfenos ("pitidos" en los oídos).
Por otra parte, las hipoacusias con causa genética (hereditarias) son extremadamente
heterogéneas, aunque son esencialmente monogénicas; es decir, causadas por defectos en un
solo gen. Las sorderas sindrómicas representan un 30% de las formas hereditarias, frente al
70% de las sorderas no sindrómicas. Estas últimas a su vez se pueden clasificar en base al
modo de herencia en autosómicas recesivas (un 70-80% de las sorderas hereditarias),
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autosómicas dominantes (10-20%), ligadas al cromosoma X (1-2%) y de herencia materna o
mitocondrial (0-20%, según las poblaciones) (Tekin y cois. 2001; Morton 2002).
Generalmente, la sordera no sindrómica autosómica recesiva es prelocutiva, casi siempre
congénita, neurosensorial, severa o profunda, estable y con afectación de todas las
frecuencias. La sordera no sindrómica autosómica dominante, en cambio, suele ser
postlocutiva, neurosensorial, menos severa en su comienzo, progresiva y con alteración de un
rango particular de frecuencias (Petit 1996; Bom y cois. 1999). Es en este último tipo de
sordera en el que se centra este trabajo.
3 Genética de las hipoacusias hereditarias
El mapco e identificación de genes responsables de hipoacusia comenzó a principios
de la década de los 90, con el estudio de las sorderas sindrómicas. Las formas sindrómicas son
más fáciles de estudiar puesto que los pacientes pueden agruparse en clases homogéneas en
base a los signos clínicos que acompañan a la sordera, lo que facilita el análisis de ligamiento
genético. Aunque se han descrito más de 400 síndromes con sordera (Gorlin y cois. 1995,
OMIM 2005), éstos representan una minoría entre las sorderas hereditarias. El mapeo de
genes responsables de sorderas no sindrómicas por estudios de ligamiento genético es, en
cambio, una tarea ardua debido a la gran heterogeneidad genética de este defecto, a la
ausencia de criterios clínicos distintivos que permitan diferenciar los daños causados por las
distintas mutaciones, y a la relativamente elevada frecuencia de uniones entre sordos, lo que a
menudo introduce defectos en distintos genes en una misma familia. Sin embargo, ha sido
posible mapear un número considerable de genes gracias al análisis de ligamiento en familias
grandes, con numerosos individuos afectados. Si bien antes de 1994 sólo se conocían tres loci
de sorderas no sindrómicas, con un único gen identificado, el rRNA 12S mitocondrial, en la
última década el número de loci de sorderas no sindrómicas ha crecido vertiginosamente.
Actualmente hay descritos 95 (ver Figura 5); de éstos, 41 corresponden a hipoacusias
dominantes (designados como DFNA más el número correspondiente al orden de
descubrimiento), 48 a hipoacusias recesivas (DFNB), 4 a sorderas ligadas al sexo (DFN) y 2 a
sorderas mitocondriales. Además, se ha descrito un locus modificador (DFNM1), capaz de
prevenir la sordera asociada a DFNB26. En relación a estos loci, se ha identificado un total de
38 genes responsables de hipoacusia. que codifican productos de funciones muy diversas
(Figura 5 y Tabla 1; para revisión, ver Petit y cois. 2001; Friedman y Griffith 2003; para
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información actualizada sobre sorderas no sindrómicas, ver Van Camp y Smith 2006).
Cabe mencionar dos particularidades en relación a la heterogeneidad genética y clínica
de las sorderas: 1) existen loci que albergan más de un gen de sordera en su intervalo crítico
(DFNA3/B1 y DFNA2, por ejemplo, son digénicos, y se postula que DFNA2 podría contener
un tercer gen de sordera); 2) así como mutaciones en múltiples genes pueden dar lugar a las
mismas manifestaciones clínicas, también distintas mutaciones en un mismo gen pueden
resultar en fenotipos completamente distintos. Así, existen genes que pueden dar lugar a
sorderas dominantes y recesivas, y también hay genes que pueden provocar sorderas
sindrómicas y no sindrómicas (Figura 5). Un buen ejemplo de ello es el gen MYO7A, cuyas
mutaciones pueden dar lugar a una sordera moderada, postlocutiva y progresiva con herencia
dominante (DFNA11), a una sordera profunda congénita de herencia recesiva (DFNB2) o al
síndrome de Usher tipo Ib, de herencia también recesiva, que se caracteriza por una sordera
profunda congénita, alteraciones vestibulares y retinitis pigmentosa.
Los espectaculares avances en el campo de la genética de las sorderas han sido
facilitados en gran medida por la disponibilidad de la secuencia del genoma humano, la
identificación y mapeo de ESTs específicos de cóclea, y el empleo del ratón como modelo
animal para el estudio de los trastornos del oído interno, debido a la alta similitud de su
estructura coclear con la humana. Hay que mencionar que, en paralelo a la identificación de
genes humanos responsables de hipoacusia, se ha hecho un rápido progreso en el
descubrimiento de genes de sordera en ratón; hoy en día se conocen cerca de 200 genes que
pueden afectar al desarrollo y funcionamiento del oído interno en esta especie (HHIM 2005).
Teniendo en cuenta el elevado número de loci de sorderas (tanto sindrómicas como no
sindrómicas) mapeados en humanos, muchos de los cuales aún no tienen gen conocido, y el
escaso solapamiento que existe entre genes de sordera descritos en ambas especies, cabe
esperar que en los próximos años se descubran muchos más genes responsables de sordera en
el hombre. No sería sorprendente que hasta un 1% del total de genes humanos, es decir,
aproximadamente 300, fueran necesarios para la audición (Friedman y Griffith 2003), lo que











Figura 5. Mapa que representa todos los loci de sordera no sindrótnica descritos, en los distintos
cromosomas humanos y en el genoma mitocondrial. A. loci dominantes; B. loci recesivos: DFN. tac i ligados
al cromosoma X; MI. locus modificador DFNMI. Entre paréntesis se muestra el gen responsable
correspondiente, en los casos en que está descrito (en rojo, los que presentan mutaciones dominantes; en
azul, los que presentan mutaciones recesivas: en verde, aquellos genes en que se han encontrado mutaciones
tanto dominantes como recesivas; en rosa, el gen ligado al X; subrayados, los genes que son también
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En el año 2000 se remitió a nuestro laboratorio un caso familiar de sordera
neurosensorial, no sindrómica, que se heredaba de forma autosómica dominante. Tanto el
patrón de herencia como los datos clínicos de los pacientes sugerían que la causa de la sordera
era monogénica. La estructura de la familia, así como el número suficiente de individuos
sanos y afectados, indicaban que el caso era apto para el análisis de ligamiento genético. Por
consiguiente, planteamos el trabajo aquí descrito con los siguientes objetivos:
1. Mapear el locas de sordera en la familia, y definir el mínimo intervalo genético que
contuviera el gen responsable.
2. Identificar el gen implicado en la sordera, determinando la mutación causante de
patología.
3. Investigar la función de dicho gen en el sistema auditivo, comenzando por la







1 Estudio de la familia S281
1.1 Datos familiares y clínicos
La familia S281 (Figura 7 en pág. 69) fue remitida a nuestro laboratorio a través del
Hospital Universitario "Puerta del Mar", Cádiz, en base a un historial de hipoacusia
neurosensorial no sindrómica de herencia autosómica dominante (HNNSAD). De los 40
individuos de la familia, 27 participaron en el estudio, de los cuales 14 estaban afectados y 13
eran normoyentes. De todos ellos se obtuvo un consentimiento informado. El análisis
detallado de la historia clínica y posterior examen físico de los pacientes, permitió descartar
los factores ambientales como causa de la sordera y confirmó la ausencia de anomalías
sindrómicas. Se descartó asimismo una hipoacusia conductiva mediante examen otoscópico y
acumetría. Se realizaron audiometrías tonales liminares para medir la conducción por vía
aérea (125-8000 Hz) y por vía ósea (250-4000 Hz), y se recogieron los audiogramas previos
disponibles de los pacientes. Se hizo un análisis de tomografía axial computerizada (TAC) del
oído del paciente 111:1. Finalmente, de los individuos participantes se extrajo sangre
periférica, de la cual se obtuvo el DNA por el método salino (Miller y cois. 1988).
1.2 Genotipado
Para la exclusión de todos los loci DFNA conocidos y para el refinamiento del nuevo
intervalo DFNA44, se utilizaron marcadores microsatélite tomados de los mapas genéticos
humanos Généthon (Dib y cois. 1996) y Marshfield (Centerfor Medical Genetics) y del mapa
físico de STSs del NCBI. El orden de los marcadores fue asignado mediante la integración de
los mapas genéticos y físico. Los 394 marcadores empleados en el análisis a genoma
completo fueron tomados del panel de microsatélites ABI Prism Linkage Mapping Set 2
(Applied Biosystems).
Los marcadores se amplificaron en cada individuo mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando oligonucleótidos marcados fluorescentemente en 5' (uno de cada
pareja) con TET, FAM o HEX (Roche). La PCR se llevó a cabo en un volumen de 15 ^1 en un
aparato Pcrkin-Elmer GeneAmp PCR System 9600, utilizando 20-40 ng de DNA genómico,
10 pmoles de cada oligo, 2.5 nmoles de cada dNTP, 0.75 U de polimerasa FastSíart Taq
(Roche), y lampón de reacción IX con una concentración final de MgCli de 1.5 mM,
empleando el siguiente programa: 1) un ciclo inicial de desnaturalización a 94°C durante 5
minutos, 2) 35 ciclos de: desnaturalización a 94°C durante 40 segundos, seguido de
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anillamiento-elongación a 56°C durante 40 segundos, y 3) un ciclo final de elongación a 72°C
durante 5 minutos.
El genotipado se llevó a cabo en los siguientes pasos: 1) se mezclaron, para un mismo
individuo, varios marcadores no solapantes en tamaño o color con una dilución de 1:15 para
cada producto de PCR marcado con TET, 2:15 para los marcados con FAM y 3:15 para los
marcados con HEX; 2) en un tubo especial para genotipado (Applied Biosystems) se
añadieron, a 1.5 ul de la mezcla anterior, 0.5 JJ.1 del marcador de peso molecular TAMRA
(Applied Biosystems) y 12 ul de formamida; 3) se desnaturalizó a 96°C durante 5 minutos, y
4) se realizó una electroforesis capilar en un analizador automático de DNA ABI PRISM™
310 (Applied Biosystems) según las indicaciones del fabricante, y se obtuvo el tamaño de los
alelos mediante un análisis con el programa GeneScan (Applied Biosystems).
1.3 Análisis de ligamiento
Una vez hallado el genotipo de todos los individuos de la familia para cada uno de los
marcadores, se realizó un análisis de ligamiento a dos puntos para determinar si el locus de
sordera estaba genéticamente ligado a alguno de dichos marcadores, y así mapear el gen
responsable. Para entender el concepto de ligamiento genético, es preciso hablar sobre la
fracción de recombinación (9). Ésta se define como la probabilidad, durante una meiosis, de
que ocurra una recombinación entre dos loci dados, y es por tanto una medida de la distancia
genética entre esos loci: cuanto más alejados se encuentren en un cromosoma, mayor será la
fracción de recombinación entre ellos. Así, por ejemplo, una fracción de recombinación de
0.01 entre dos localizaciones genéticas indica que en una de cada 100 meiosis (1%) se ha
dado una recombinación, lo cual se define como 1 centiMorgan (cM), que es la unidad de
distancia genética. El valor máximo de 0 es 0.5, ya que si dos loci se encuentran lo
suficientemente alejados el uno del otro, o en distintos cromosomas, la probabilidad de que se
hereden juntos es azarosa, y por tanto del 50%.
En familias grandes, el análisis de ligamiento se lleva a cabo mediante algoritmos
matemáticos que calculan la probabilidad de ligamiento en función de la fracción de
recombinación, para un genotipo dado. El resultado se muestra en forma de lodscore (Z), que
de forma resumida se podría definir como:
probabilidad de ligamiento (8)
Z = Iog,o
probabilidad de no ligamiento
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En general, se acepta que existe ligamiento cuando Z > 3 (con un 5% de posibilidad de
error), lo cual indica una probabilidad de ligamiento frente a no ligamiento de 1000:1, y se
descarta el ligamiento (se excluye) cuando Z < -2. El rango de Z comprendido entre -2 y +3 es
de incertidumbre, lo cual quiere decir que los datos son insuficientes para concluir un
ligamiento o una exclusión fiables. Si entre el locus de enfermedad y un marcador
determinado no hay recombinaciones, el valor de lod score máximo (Zmax) se alcanza a 0=0;
si hay recombinaciones, Zm¡1Jí se alcanza para la fracción de recombinación más probable,
según la distancia entre ellos (para profundizar sobre conceptos de ligamiento, ver Terwilliger
y Ott 1994; Strachan y Read 1999).
El análisis de ligamiento en la familia S281 se llevó a cabo mediante el paquete
informático LINK.AGE 5.1 (Lathrop y cois. 1985), utilizando el programa MLINK para
determinar los valores de lod score (Z) en función de la fracción de recombinación (0), y el
programa IL1NK. para hallar los valores de Zmay {lod score máximo) y Gmax (fracción de
recombinación para Zmax). Se calcularon lod scores a 2 puntos entre el locus de sordera y cada
uno de los marcadores, definiendo un modo de herencia autosómico dominante con
penetrancia completa. Se tomó como frecuencia del alelo de enfermedad 0.00001 y se
consideraron iguales todas las frecuencias alélicas para cada marcador.
1.4 Análisis de genes candidatos
1.4.1 Amplificación por PCR
Se diseñaron oligonucleótidos con ayuda del programa informático OLIGO 4.0 para la
amplificación de todos los exones (incluyendo las uniones exón-intrón) de los genes
candidatos (ver Tabla 2). La PCR se llevó a cabo con el siguiente programa: 1) un ciclo inicial
de desnaturalización a 95°C durante 5 minutos, 2) 5 ciclos de: desnaturalización a 96°C
durante 30 segundos, anillamiento a (Ta+5)°C durante 15 segundos para el primer ciclo, con
reducción de la temperatura de l°C/ciclo (touchdown), y elongación a 72°C durante 30
segundos, 3) 30 ciclos de: desnaturalización a 96°C durante 30 segundos, anillamiento a
(Ta)°C durante 15 segundos y elongación a 72°C durante 30 segundos, y 4) elongación final a
72°C durante 5 minutos. El tamaño de los amplificados se comprobó mediante electroforesis




1.4.2 Análisis de heterodúplex
Para la búsqueda de mutaciones en los genes candidatos se llevó a cabo un análisis de
heterodúplex con los productos de amplificación de los distintos exones. Este método permite
la detección de cambios puntuales, así como de microdeleciones/inserciones, a nivel del DNA
en individuos heterozigotos, y se basa en la formación de los dos tipos distintos de
homodúplex y de heterodúplex por desnaturalización del producto de PCR y posterior
renaturalización. Los productos resultantes se pueden separar en función de su tamaño y
conformación por su diferente velocidad de migración en geles especiales de poliacrilamida
(en general, los heterodúplex migran más despacio que los homodúplex). El protocolo es el
siguiente: para la preparación de las muestras, 1) se toman 3-10 ul del producto de PCR
(según su concentración), se cubren con aceite mineral para evitar la evaporación, y se
desnaturalizan a 96°C durante 5 minutos en un vaso de precipitados con 400 mi de agua en
ebullición, 2) se dejan enfriar las muestras dentro del vaso de precipitados (a temperatura
ambiente) hasta que el agua alcanza una temperatura de 37° C; luego, se mantienen en hielo, y
3) se mezclan las muestras con tampón de carga preparado con sacarosa, xilencianol y azul de
bromofenol. Para preparar el gel, 1) se mezclan 20 mi de MDE™ Gel Solution
(BioWhittaker), 4.8 mi de TBE 5X y 6 g de urea, y se enrasa a 40 mi con agua desionizada, 2)
se añaden, a 35 mi de la mezcla, 16 \ú de TEMED y 160 ul de APS al 10%, y se decanta entre
los cristales (18 x 24 cm); se coloca el peine y se deja polimerizar durante 1 hora, 3) se quita
el peine, se lavan los pocilios con tampón TBE 0.6X y se cargan las muestras, y 4) se corre el
gel a 250 voltios en TBE 0.6X hasta que el segundo frente de colorante (azul de bromofenol),
que migra a la altura de aproximadamente 160 bases, quede a una distancia apropiada del
final del gel (unas 17 horas). Se tiñe el gel en bromuro de etidio para visualizar las bandas.
1.4.3 Secuenciación directa
Los productos de PCR se purificaron mediante el kit de purificación de PCR QIAquick
de QIAGEN, y posteriormente se secuenciaron empleando dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction, o bien Big Dye Terminator vi. 7 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems) en un analizador automático de DNA ABI PRISM™ 310 (Applied Biosystems),
siguiendo las indicaciones del fabricante. El análisis de las secuencias se realizó mediante el
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Tabla 2. Oligonucleótidos y condiciones empleadas en la amplificación de los exones de los genes candidatos,
incluyendo el tamaño del amplificado, la polimerasa utilizada (T, Taq DNA Pofymerase; FS, FastStarl Taq DNA
Polymerase), la concentración final de MgCN y la temperatura de anillamíento (Ta). Los números romanos entre
paréntesis indican que los exones correspondientes se han dividido en varios fragmentos solapantes. Los exones
la y Ib de FGFI2 son alternativos.
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1.4.4 Clonaje de la mutación c.l394_1401dup
Se amplificó por PCR el exón 11 de C3orf6 del individuo 111:1 con la polimerasa
Expand High Fidelity (Roche). El amplificado se purificó utilizando el kit de purificación de
PCR QIAquick de QIAGEN; se eliminaron los nucleótidos protuberantes con la enzima T4
DNA polimerasa (Boehringer Mannheim) y se purificó por fenol-cloroformo-isoamílico,
precipitando con 0.1 volúmenes de NaCl 1 M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto, y
resuspendiendo en agua. Este purificado, que constituía el inserto (con extremos romos), se
ligó al vector pUC19 (New England BioLabs) cortado con la enzima de restricción Smal
(New England BioLabs), que genera extremos romos. Tras inactivación de la enzima Smal a
65°C durante 20 minutos, se realizó la ligación en un volumen final de 10 u.1, empleando 2.5
U de T4 DNA ligasa (Roche) y una relación molar 5:1 de inserto a vector, a 23°C durante toda
la noche. Para la transformación se emplearon células competentes de la estirpe de E. coli
XLl-BIue, preparadas según el método de Hanahan (Sambrook y Russell 2001). La
transformación se realizó con 5 u.1 de la ligación y 100 jil de células competentes, siguiendo el
protocolo descrito en Sambrook y Russell (2001), y se plaqueó en placas de agar con
ampicilina, X-gal e IPTG, incubando a 37°C toda la noche. Las colonias blancas se reestriaron
dos veces para su correcto aislamiento. Para determinar qué colonias contenían el inserto, se
realizó una PCR de cada una de ellas empleando los oligonucleótidos universales pUC -47 y
pUC -48, que rodean el polylinker de pUC19. El molde se preparó resuspendiendo una
pequeña muestra de cada colonia en 20 u,l de agua, calentando a 96°C durante 5 minutos y
centrifugando 1 minuto a máxima velocidad. Como molde, se tomaron 3 u.1 del sobrenadante,
siendo el volumen total de la PCR de 15 (J.1. Para las colonias sin inserto se obtenía un
amplificado de 150 pb, mientras que aquéllas que habían integrado el inserto daban un
producto de PCR de 370-378 pb. Para comprobar la secuencia del exón 11 clonado, se
cultivaron las colonias con inserto en medio con ampicilina y se purificaron los
correspondientes plásmidos utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), que se
secuenciaron empleando los oligonucleótidos pUC -47 ó pUC -48 según el procedimiento que
se describe en el apartado 1.4.3.
1.4.5 Test diagnóstico para la mutación c.l394_140ldup
Para ver la segregación, en la familia S281, de la mutación descrita en C3orf6, se
desarrolló un test diagnóstico que consistía en lo siguiente: se marcó el oligonucleótido
directo para amplificar el exón 11 de este gen con TET, FAM o HEX (Roche). El tamaño de
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los productos de PCR de dicho exón, marcados fluorescentemente, se analizó mediante
electroforesis capilar en un analizador automático de DNA ABI PRISM™ 310 (Applied
Biosystems) (ver apartado 1.2).
2 Análisis del RNA mensajero de C3orf6
2.1 RT-PCR
El cDNA de oído interno de ratón de los estadios E17.5, Pl y P14 fue aportado por el
Dr. Guy Richardson (Universidad de Sussex, Brighton, Reino Unido). Este cDNA fue
obtenido mediante retrotranscriptasa AMV y oligo dT, partiendo de 1 ¡ig de RNA total (ver
procedimiento en Sambrook y Russell 2001), y fue diluido en proporción 1:5 con agua. El
cDNA de cerebro de ratón, del estadio P5, fue cedido por la Dra. Isabel Várela Nieto
(Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sois", Madrid), y se diluyó en proporción
1:10 con agua. Se tomaron alícuotas de cada cDNA y se desnaturalizaron a 96°C durante 5
minutos para eliminar las estructuras secundarias, poniéndolas inmediatamente después en
hielo. Para las amplificaciones por PCR se utilizaron diversas combinaciones de los
oligonuclcótidos que se muestran en la Tabla 3 (ver Tabla 6 en pág. 86 para mayor detalle).
Las PCRs se llevaron a cabo en un volumen final de 15 \x\, utilizando 1.5 ¿¿1 de la dilución
correspondiente de cDNA, 10 pmoles de cada oligo, 2.5 nmoles de cada dNTP, 0.75 U de
polimerasa FastStart Taq (Roche) y tampón de reacción IX con una concentración final de
MgCl: de 2.5 mM. El programa utilizado en la amplificación de cDNA fue el siguiente: 1) un
primer ciclo de desnaturalización a 9 5 T durante 5 minutos, 2) 40 ciclos de: desnaturalización
a 96°C durante 30 segundos, anillamiento a 58°C durante 30 segundos y elongación a 72°C
durante 1 min/kb, y 3) un ciclo final de elongación a 72"C durante 10 minutos. Para las PCRs
nested con las parejas de oligos F8/R9 y F6/R2 se utilizaron como molde 1.5 \i\ de una
dilución 1:100 de la PCR original hecha con los oligos F5/R2, y se siguió el programa: 1) un
ciclo de desnaturalización a 95°C durante 5 minutos, 2) 5 ciclos de: desnaturalización a 96°C
durante 30 segundos, anillamiento a 68°C durante 15 segundos para el primer ciclo, con
reducción de la temperatura de TC/cicIo (touchdown), y elongación a 72°C durante 30
segundos, 3) 30 ciclos de: desnaturalización a 96°C durante 30 segundos, anillamiento a 63°C
durante 15 segundos y elongación a 72°C durante 30 segundos, y 4) elongación final a 72°C
durante 5 minutos. Para la secuenciación directa de los productos de PCR se siguió el mismo




Para este experimento se partió de 1.7 /ig de RNA total de embrión de ratón del
estadio El7.5 (cedido por la Dra. Isabel Várela Nieto), aislado mediante el empleo del
reactivo TRIZOL® (GIBCO BRL), según se describe en Sambrook y Russell (2001). La
RACE-PCR se llevó a cabo utilizando el kit Marathón™ cDNA Amplification kit (BD
Biosciences-Clontech) y la polimerasa Expand High Fidelity (Roche). La determinación de la
extensión de la región 5' UTR del gen C3orf6 se realizó mediante PCR con los
oligonucleótidos API {adaptor primer 1) del kit y R7, y posterior PCR semi-nested con los
oligonucleótidos AP2 {adaptor primer 2) del kit y R7. En la detección del exón 3b se
emplearon los oligos API y Rl, y posteriormente, en una PCR nested, los oligos AP2 y R2
(ver Tabla 3), Los productos de amplificación se comprobaron en un gel de agarosa al 1%.
Las bandas mayoritanas se recortaron, se purificaron con el kit QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN), y posteriormente se sometieron a secuenciación directa.
Tabla 3. Secuencias de los oligonucleótidos empleados en la





























2.3 Hibridación in situ
El protocolo para la hibridación in situ fue adaptado de las siguientes referencias:
Wilkinson y Nieto 1993; Nonchev y Maconochie 2000. Para evitar la degradación de las
ribosondas y del mRNA del tejido, se trabajó en todo momento, hasta la hibridación de las
sondas con el mRNA, en condiciones libres de RNasa, y se empleó agua tratada con DEPC.
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2.3.1 Preparación de las sondas
Se amplificó un fragmento del gen C3or/6. de aproximadamente 1 kb. partiendo de
cDNA de cerebro de ratón del estadio P5 (aportado por la Dra. Isabel Várela Nieto), con la
pareja de oligonucleótidos F4/R5 (Tabla 3 y Figura 15 en pág. 87). empleando la DNA
polimerasa PJUTurbo {Stratagene). que genera extremos romos. Este fragmento se clonó,
utilizando la diana EcoRV. en el vector pGEM 5Zf(+) (Promega), que posee un promotor para
la RNA polimerasa T7 y otro para la RNA polimerasa SP6. a ambos lados del polvlinker. El
clonaje se realizó en una orientación tal que la polimerasa 17 pudiera transcribir la hebra
aniisense. y la polimerasa SP6 transcribiera la hebra sense, tal como ilustra el esquema de la
Figura 6. Para el control positivo se empleó un fragmento de unas 430 pb del cDNA de Tgfb2
de ratón, clonado en pBluescript II KS(+) (Stratagene) con la orientación T7>sense y
T2>antisense (cedido por el Dr. Mark Maconochie. Universidad de Sussex. Reino Unido). Se
linearizó cada plásmido con dos enzimas por separado: Notl y SacII para pGEM-C3orfó (para
transcribir con T7 y SP6, respectivamente), y Salí y SacII para pBluescript-Tgfh2 (para
transcribir con T7 y T3. respectivamente), en un volumen final de 50 ul. utilizando 5 ug de
cada plásmido y 25 U de cada enzima. La reacción de transcripción para la síntesis y el
mareaje de las ribosondas se realizó en un volumen de 40 ul, empleando 1 ug de plásmido
linearizado. ATP. CTP y GTP 10 mM. UTP 6.5 mM. DIG-11-ÜTP 3.5 mM. 30 U de la
poiimerasa correspondiente, 40 U de RNasina (Promega), DTT 10 mM y tampón de
transcripción IX, incubando a 37°C durante 6 horas. Las sondas se purificaron con columnas
Micro Bio-Spin P-30 Tris (Bio-Rad) y se comprobaron en gel de agarosa al 0.7%.
estimándose su concentración por comparación con el marcador de peso molecular /.HindlII.
1"
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color se muestran la diana de restricción
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i—> Tefb'y s polimerasa correspondiente utilizada en la





2.3.2 Preparación de tas secciones de tejido
Se diseccionaron oídos internos de ratón del estadio El7.5 en PBS y, tras dos lavados
con este tampón, se fijaron durante toda la noche con paraformaldehido al 4% en PBS a 4°C.
Después se lavaron dos veces con PBS durante 10 minutos en agitación suave y se
equilibraron en sacarosa al 30% en PBS. Posteriormente, se embebieron en una mezcla 1:1 de
sacarosa al 30% y medio O.C.T. (BDH), y se colocó cada oído en un molde de plástico
apropiado relleno con esta mezcla, orientándolo bajo el microscopio con ayuda de unas
pinzas. Las muestras se congelaron colocando los moldes sobre nieve carbónica; luego, se
extrajeron de los moldes y se hicieron secciones de 16 /xm de espesor en un criotomo
Reichert-Jung 1800. Las secciones se colocaron sobre portas cargados electrostáticamente
(BDH) y se secaron a 37°C durante 2 horas.
2.3.3 Hibridación con la sonda y lavados
Las secciones se rodearon con un rotulador hidrofóbico ImmEdge™ (Vector
Laboratories) y se lavaron 3 veces con PBT (PBS + Tween 20 al 0.1%). Posteriormente, se
incubaron con proteinasa K a 10 ¿íg/ml en PBT durante 5 minutos, y se fijaron con
paraformaldehido al 4% y glutaraldehído al 0.2% durante 5 minutos, tras lo cual se lavaron 3
veces con PBT. Las secciones se prehibridaron a 65°C durante 1 hora con 200 fil de tampón
de hibridación (formamida al 50%, SSC 5X pH 5, RNA de levadura a 50 fig/ml, SDS al 1%,
heparina a 50 /*g/ml, EDTA 5 mM, Tween 20 al 0.2% y CHAPS al 0.5%), tras sellar los
portas con un cubre HybriWeir™ (Sigma), en una cámara cerrada. Posteriormente, se retiraron
los cubres y el tampón de hibridación, y se colocaron nuevos cubres sobre las muestras, junto
con 200 (i\ de tampón de hibridación con la sonda correspondiente a una concentración de
500 ng/ml. Se incubaron las secciones con la sonda a 65°C durante toda la noche. Al día
siguiente, se retiraron los cubres y se lavaron los portas, en un contenedor de plástico para
portas, con solución I (formamida al 50%, SSC 5X pH 5, SDS al 1%) a 65°C, 2 veces durante
30 minutos. Después se hizo un lavado con solución II (NaCl 0.5 M, Tris 10 mM pH 7.5,
Tween 20 al 0.1%) a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, los portas se
incubaron con solución II conteniendo RNasa A a 20 ¿ig/mi, a 37°C, 2 veces durante 30
minutos. Por último, se hicieron 2 lavados de 30 minutos con solución III (formamida al 50%,
SSC 2X pH 5, SDS al 1%) a 65°C.
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2.3.4 Detección de los híbridos sonda-mRNA
Por un lado se preparó el anticuerpo anti-digoxigenina, pre-absorbiéndolo con embrión
de ratón en polvo. Para ello se añadieron 0.5 mi de TBST (NaCl 140 mM, KC1 2.7 mM, Tris
25 mM pH 7.5, Tween 20 al 0.1%) a 3 mg de embrión en polvo, y la mezcla se incubó a 65°C
durante 30 minutos. Después de enfriarla en hielo, se añadió suero inactivado de oveja al 1%
final, medio de bloqueo (Roche) al 2% final y 1 ¡ú de anticuerpo anti-digoxigenina conjugado
con fosfatasa alcalina (Roche), y se incubó en agitación al menos 1 hora. Posteriormente se
centrifugó, y el sobrenadante se añadió a 1500 ¿d de TBST con suero inactivado de oveja al
1% y medio de bloqueo (Roche) al 2%, quedando el anticuerpo a una dilución de 1:2000. Por
otra parte, se lavaron las secciones 3 veces con TBST conteniendo levamisol 2 mM. Luego se
bloquearon con una mezcla de TBST, levamisol 2 mM, medio de bloqueo al 2% y suero
inactivado de oveja al 1%, durante al menos 30 minutos. Para la hibridación de las secciones
con el anticuerpo, se sellaron los portas con un cubre HybriWelí™ y se añadieron 200 ¡x\ de la
solución con el anticuerpo. Se incubó en una cámara cerrada a 4°C durante toda la noche. Al
día siguiente, se lavaron los portas 3 veces durante 5 minutos, y después 5 veces durante 20
minutos, con TBST más levamisol 2 mM. Luego se lavaron 3 veces durante 15 minutos con
NTMT (Tris 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM, Tween 20 al 0.1%) más
levamisol 2 mM. Para revelar el anticuerpo, se incubaron las secciones en oscuridad con
solución de tinción, conteniendo NTMT, levamisol 2 mM, 4.5 /xl/ml de NBT (Roche) y 3.5
/il/ml de BCIP (Roche). La reacción fue monitorizada periódicamente bajo un microscopio
óptico, y se llevó a cabo durante el tiempo suficiente para conseguir una buena señal, sin
permitir que se elevara demasiado el ruido de fondo (unas 12 horas), considerando que había
tinción positiva ante la aparición de un precipitado de color morado. Para parar la reacción, se
lavaron los portas 3 veces con TBST. Después se fijaron con paraformaldehído al 4% frío
durante 5 minutos, y posteriormente se lavaron 2 veces con TBST. Los portas se montaron
con cubres utilizando medio Aquamount (BDH). Las muestras se visualizaron en un




3 Análisis de la proteína Ymer
3.1 Generación de anticuerpos contra Ymer
Se sintetizaron dos peptidos de la proteína Ymer deducida de ratón, uno N-terminal
(péptido I, R1QEKKDEDIARLL) y el otro C-terminal (péptido II, NQHSTTWHLPKSES)
(CovalAb). Ambos peptidos se inyectaron conjuntamente en dos conejos distintos para la
generación de dos anticuerpos policlonales contra Ymer (DOX y DOY), que se purificaron
por cromatografía de afinidad (CovalAb). La concentración final era de 100 u.g/ml para DOX
y de 130 ug/ml para DOY.
3.2 Western blot
3.2.1 Análisis de la especificidad de los anticuerpos
Para el análisis de la especificidad de los anticuerpos, se corrieron extractos proteicos
obtenidos de cresta epitelial interna (GER), estría vascular y modiolo, en condiciones de
reducción, en un gel de poliacrilamida al 10% (0.75 mm de espesor), mediante electroforesis
SDS-PAGE en un aparato Mini-PROTEAN® 3 cell (Bio-Rad). Como marcador de peso
molecular se empleó Precisión Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad). Una vez separadas, las
proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF Hybond™-P (Amersham Biosciences),
mediante blot semiseco, a 40 mA durante 45 minutos (Harlow y Lañe 1988). La membrana se
incubó en solución de bloqueo (3% de leche desnatada en polvo en TBST: NaCl 150 mM,
Tris-HCl 10 mM pH 7.2, Tween 20 al 0.05%) con azida sódica 1.5 mM, durante 1 hora en
agitación. Posteriormente se añadió el anticuerpo DOX o DOY con una dilución final de
1:400 y se incubó en agitación durante toda la noche. Para los controles negativos, se
sustituyeron los anticuerpos DOX o DOY por anticuerpos de conejo (IgGs) a la misma
concentración. Al día siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con TBST, durante 5
minutos en agitación. Luego se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-
inmunoglobulinas de conejo, conjugado con fosfatasa alcalina (DAKO), a una dilución
1:1000 en solución de bloqueo con azida sódica 1.5 mM, durante 1 hora en agitación. Tras 3
lavados con TBST, las membranas se equilibraron en tampón de tinción (MgCh 50 mM, Tris
pH 9.5 100 mM, NaCi 100 mM) y posteriormente se incubaron con tampón de tinción más 1
jil/ml de NBT y 1 ul/ml de BCIP, en agitación, hasta aparición de las bandas. La reacción se
paró lavando las membranas con abundante agua desionizada.
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3.2.2 Análisis de la solubilidad de Ymer
Se prepararon las siguientes soluciones: TBS (NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH
7.4), HS (NaCl 1.0 M, Tris-HCl 10 mM pH 7.4), LS (Tris-HCl 10 mM pH 7.4) y TX-100
(Tritón X-100 al 1%, Tris-HCl 10 mM pH 7.4). Para separar las fracciones proteicas con
distinta solubilidad, se homogeneizaron 8 cócleas de ratón del estadio P2 en 160 jil de TBS;
tras una centrifugación, se obtuvo un sobrenadante (fracción soluble en TBS) y un
precipitado; éste se homogeneizó en 160 u.1 de solución HS, se centrifugó y se obtuvo
nuevamente un sobrenadante (fracción soluble en HS) y un precipitado; el procedimiento se
repitió sucesivamente con las soluciones LS y TX-100, obteniéndose las fracciones solubles
correspondientes. El precipitado obtenido tras la adición de TX-100 se consideró la fracción
insoluble. Las fracciones solubles en TBS, HS y LS se precipitaron con ácido tricloroacético
(TCA) al 20% final, a 4°C durante 30 minutos; la fracción soluble en TX-100 se precipitó con
9 volúmenes de acetona fría a -20°C durante 30 minutos; tras una centrifugación, todos los
precipitados se lavaron con etanol frío, se secaron y se resuspendieron en tampón de carga
para el gel SDS-PAGE. El western blot se realizó como se detalla en el apartado 3.2.1, y se
reveló con el anticuerpo DOY.
3.3 Inmunohistoquímica
3.3.1 Preparación de las secciones de tejido
Se diseccionaron los oídos internos de ratón en PBS frío y se fijaron durante 1 hora
con una mezcla de formaldehído al 3.7% y fosfato sódico 0.1 M (NaiHPC^ y NaiHiPC^ en
relación molar 4.25:1) a pH 7.3. Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS (NaCl 150 mM,
fosfato sódico 10 mM (Na2HPC>4 y NaiHiPC^ en relación molar 4.25:1), pH 7.4). Los oídos
de edad mayor que P5 se decalcificaron incubando con EDTA 0.5 M pH 8, a 4°C durante 5-6
días, cambiando la solución cada dos días. Luego, se equilibraron en sacarosa al 30% en PBS.
Posteriormente, los oídos se colocaron en placas Petri de 35 mm de diámetro y se embebieron
en agarosa de bajo punto de gclificación (tipo VII, Sigma), preparada al 1% en PBS con
sacarosa al 18%, y equilibrada en un baño a 45°C. Los oídos se orientaron adecuadamente con
ayuda de unas pinzas bajo el microscopio. Una vez solidificada la agarosa, se cortaron
bloques conteniendo el tejido y se montaron sobre soportes para criotomo con medio O.C.T.
(Tissue TekK, Miles Scientific). Los bloques se congelaron con Cryospray 134 (Bright
Instrument), tras lo cual se hicieron secciones de 10 um de espesor con un criotomo
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Reichert-Jung 1800, Las secciones se colocaron sobre portas gelatinizados y se secaron a
37°C durante 1 hora.
3.3.2 Hibridación con el anticuerpo DOY
Las secciones se rodearon con rotulador hidrofóbico ¡mmEdge™ (Vector
Laboratories) y se bloquearon con suero de caballo al 10% en TBS conteniendo azida sódica 1
mM, dentro de una cámara húmeda durante 1 hora. El anticuerpo DOY se diluyó 1:100 en
TBS con suero de caballo al 10% y azida sódica 1 mM, se centrifugó durante 5 minutos a 4°C
para precipitar los agregados, y se obtuvo el sobrenadante. Se retiró la solución de bloqueo de
las muestras, se añadió a cada una 50 ni de anticuerpo y se incubó en cámara húmeda a
temperatura ambiente durante toda la noche. Al día siguiente, los portas se lavaron 3 veces
con TBS en un contenedor de cristal para portas, tras lo cual se añadieron a cada sección 40 jil
del anticuerpo secundario (de cerdo anti-inmunoglobulinas de conejo) conjugado con FITC
(DAKO), a una dilución de 1:100 en TBS con suero de caballo al 10% y azida sódica 1 mM.
Se incubó en cámara húmeda durante 1 hora. Posteriormente se lavaron los portas 3 veces con
TBS y se montaron los cubres con Vectashield® H-1000 (Vector Laboratories). Las muestras
se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Axioplan 2 (Zeiss), y se fotografiaron con
una cámara Spot™ Júnior (Diagnostic Instrument, ÍNC).
3.3.3 Determinación de la dilución óptima para DOY
Con el objeto de determinar la concentración óptima de DOY para
inmunohistoquímica, se hicieron tinciones de secciones del estadio P2 con una batería de
diluciones del anticuerpo, desde 1:10 hasta 1:100.000. Se escogió la dilución 1:100 como la
más apropiada, por proporcionar una buena señal con un fondo bajo.
3.3.4 Ensayo de preabsorción de DOY con los péptidos
Ambos péptidos se disolvieron en agua a una concentración de 10 mg/ml. Se incubó el
anticuerpo DOY, a una dilución 1:100, con los péptidos I y II, ambos a 2.5 mg/ml, durante 2
horas en agitación a temperatura ambiente. En paralelo se realizó un control sustituyendo los
péptidos por agua. Después se centrifugó durante 10 minutos para precipitar posibles
inmunocomplejos, y se realizó la inmunohistoquímica con el sobrenadante, tal como se




4.1 Programas de análisis
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1 Mapeo de un nuevo locus de sordera dominante (DFNA44).
Identificación del gen responsable
1.1 Características clínicas de la sordera en la familia S281
Este trabajo se inició con el estudio de una familia española de cinco generaciones
(S281), procedente de Cádiz, que presentaba un historial de sordera neurosensorial. no
sindrómica, de herencia autosómica dominante con penctrancia completa (Figura 7). La
familia estaba formada por 40 miembros, 18 de los cuales estaban afectados. La historia
familiar y el análisis clínico de los pacientes indicaban que se trataba de una pérdida auditiva
bilateral, simétrica y progresiva, que comenzaba en la primera década de la vida, entre los 6 y
10 años de edad (la evidencia clínica más temprana de sordera en la familia se encontró en el
individuo V:9, de 6 años). Inicialmente, la pérdida auditiva era moderada y afectaba
principalmente a las frecuencias bajas y medias (125-2000 Hz), para luego progresar,






















































Figura 7. Árbol genealógico de la familia S281. Cada individuo lleva asociado un identiPicador compuesto por
dos números; el primero de ellos, en sistema romano, indica el número de generación. Los cuadrados simbolizan
varones, y los círculos, mujeres. Los símbolos en negro representan individuos afectados, y los símbolos en
blanco, individuos normoyentes. El status clínico de los individuos de la generación I es desconocido. Los
individuos V:4 y V:5 son gemelos dizigóticos.
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El deterioro del umbral auditivo, obtenido mediante un análisis de regresión lineal basado en
todos los audiogramas disponibles (n=18) de 12 pacientes, era de 1.1 dB/año en el rango de
125-8000 Hz (Figura 8B). No se encontró evidencia, en ningún paciente, de alteraciones
vestibulares o acúfenos ocasionales. Tampoco se hallaron malformaciones del oído interno,
como demostró un análisis de tomografia axial computerizada (TAC) del paciente 111:1.
Individuo (edad)
— V:9 (6 años)
— V:9 (9 años)
— IV:7 (27 años)
IV:3 (38 años)
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Figura 8. A) Audiogratna que representa el umbral auditivo (mínima intensidad de sonido que es capaz de
captar el oído) a diferentes frecuencias en varios pacientes de la familia S28I, mostrando el deterioro de la
audición con la edad (en el caso del paciente V:9 se muestran dos curvas audiométricas correspondientes a
diferentes edades). La zona sombreada representa el rango de umbrales auditivos que se consideran dentro de la
normalidad. B) Regresión lineal mostrando el umbral auditivo frente a la edad, donde cada punto representa la
media del nivel auditivo para ambos oídos (125-8000 Hz), en cada uno de los audiogramas disponibles (n=l8).
La tasa de progresión de la pérdida auditiva (ATD, annual threshold deterioration) se expresa en dB/año.
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1.2 Mapeo del locus DFNA44
Para determinar si la hipoacusia en la familia S281 segregaba con alguno de los loci
responsables de hipoacusia neurosensorial no sindrómica autosómica dominante (HNNSAD)
previamente descritos (DFNA1-20, A22-28, A30, A32, A34, A36-37 y A39), se genotiparon
todos los miembros de la familia para marcadores polimórfícos de tipo microsatélite que
flanquean a dichos loci. El análisis de ligamiento a dos puntos, y el análisis de haplotipos,
excluyeron en todos los casos la asociación de la sordera a esos loci (el individuo V:2, de 6
años y clínicamente nonnoyente, fue genotipado pero no se incluyó en el análisis de
ligamiento por tener una edad igual o inferior a la de aparición de la sordera en la familia), lo
que indicaba que un nuevo locus podía estar involucrado en este trastorno, y se planteó la
localización del gen responsable de la sordera en esta familia.
En colaboración con el Dr. Lathrop, del Centro Nacional de Genotipado (Evry,
Francia) se realizó un análisis a genoma completo empleando 394 marcadores de tipo
microsatélite, separados entre sí por una distancia regular de 10-12 centiMorgan (cM). El
análisis de ligamiento a dos puntos reveló un lod score máximo de 4.36 a 9=0 para el
marcador D3S1601, en la región cromosómica 3q28-29. Con el objetivo de confirmar el
ligamiento y acotar la región cromosómica asociada a la sordera, la familia se genotipo con
marcadores adicionales que flanquean al D3S1601, obteniéndose lod scores significativos (Z
> 3) a 0=0 para los marcadores D3S1288, D3S2455 y D3S3663 (Tabla 4). Estos valores no se
alteraban sustancialmente tras introducir, en el programa de ligamiento, variaciones en la
frecuencia del alelo de enfermedad y/o en las frecuencias alélicas de los marcadores. La
posición del locus asociado a la sordera se delimitó mediante análisis de haplotipos (Figura
9). Dicho análisis reveló que los individuos 111:6 y 111:7 presentaban una recombinación en el
lado centromérico entre los marcadores D3S1314 y D3S1288, que situaba el intervalo crítico
desde el marcador D3S1314 hacia el telómero; por otra parte, en el lado telomérico, una
recombinación clave en el cromosoma materno del individuo V:3, entre los marcadores
D3S3663 y D3S2418, definía el intervalo desde el marcador D3S2418 hacia el centrómero. El
¡ocus de sordera, por tanto, se situaba en el intervalo comprendido entre los marcadores
D3S1314 y D3S2418, separados por una distancia genética de aproximadamente 3 cM y una
distancia en el mapa físico de 2 megabases (Mb). Ningún otro locus asociado a sordera, tanto
sindrómica como no sindrómica, se había descrito en esta región, por lo que se le asignó un




























































































































































1.3 Análisis de genes candidatos
El siguiente objetivo era identificar el gen implicado en la sordera DFNA44 mediante
la identificación de la mutación responsable. Para ello, se abordó la estrategia del candidato
posicional, basada en la información combinada de la posición del gen y de su posible función
o expresión en cóclea, tanto en humano como en otras especies. La región en la que mapea
DFNA44 presenta conservación de sintenia con un fragmento del cromosoma 16 de ratón; no
obstante, tras una búsqueda en la base de datos HHIM (ver Materiales y Métodos), no se
encontró en esta especie ninguna mutación causante de sordera que mapeara en ella. Los
únicos tres genes humanos que se habían caracterizado previamente en la región del locus
DFNA44 eran: CLDN16, IL1RAP y FGF12 (NCBI Map Viewer, Build 28) (Figura 10).
Aunque la expresión de estos genes en oído interno no estaba documentada (NCBI, UniGene),
las proteínas que codifican presentan similitudes estructurales con otras proteínas
involucradas en el sistema auditivo. Por ello, emprendimos el análisis molecular de estos










































































































































































































































































Figura 9, Análisis de haplotipos de la familia S28I para marcadores de la región cromosóinica 3q28-29. Los alelos para cada marcador aparecen en forma de números (entre
paréntesis aquéllos que están inferidos). Los haplotipos se muestran en forma de barras; los segmentos en negro están genéticamente ligados a la sordera. Una línea delgada






















Figura 10. Esquema del intervalo crítico del locus DFNA44. A la derecha se muestran los marcadores;
los números en rojo indican las distancias genéticas que hay entre ellos. Los rectángulos verdes
representan los genes identificados en el intervalo. Las flechas muestran la orientación de la transcripción
de cada gen (hebra con sentido) dentro del cromosoma.
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1.3.1 Exclusión de genes candidatos como responsables de la sordera DFNA44
1.3.1.1 CLDN16
El gen CLDNJ6 (también llamado PCLN-1) codifica la claudina-16, que es un
componente de las uniones estrechas (Simón y cois. 1999). Éste era un candidato
especialmente interesante por dos razones: 1) otro miembro de la familia de las claudinas, la
claudina-14, es responsable de la sordera recesiva DFNB29 (Wilcox y cois. 2001), y 2) las
uniones estrechas juegan un papel importante en la cóclea, compartimentalizando la endolinfa
y aportando un soporte estructural para el neuroepitelio auditivo (Furuse y cois. 1998). El
análisis mutacional, por heterodúplex y secuencia, de los cinco exones de CLDNI6 (NCBI:
NM006580), reveló tan sólo una mutación de inserción/deleción (c.l65_166delGGinsC) en
el exón 1, que supuestamente provocaba un cambio en la fase de lectura y un codón de parada
prematuro en dicho exón. Este cambio aparecía en heterozigosis en un paciente, 111:1, y en
dos individuos normoyentes, 111:8 y IV: 1; por tanto, no podía ser la causa de la sordera en esta
familia al no segregar con la enfermedad. Esta mutación ha sido descrita previamente en
homozigosis en familias que presentaban una forma recesiva de hipomagnesemia con
hipercalciuria y nefrocalcinosis, resultando en fallo renal (Weber y cois, 2000). En la familia
S281 no se referían sintonías de enfermedad renal, por lo que los individuos 111:1, 111:8 y IV: 1
serían meros portadores de la mutación.
1.3.1.2 FGF12
El gen FGF12 (también conocido como FHF-1) es un homólogo de los factores de
crecimiento de fibroblastos implicado en el desarrollo del sistema nervioso (Smallwood y
cois. 1996). Aunque no se había estudiado su expresión en oído, varios miembros de la
familia FGF juegan un papel importante en diversos estadios del desarrollo del oído interno
(Pickles y Chir 2002), lo cual hacía de FGF12 un candidato potencial. El gen FGFÍ2 consta
de 5 exones y presenta, en humanos, dos isoformas (NCBI: NM021032 y NM004113)
generadas a través del uso alternativo de dos sitios distintos de iniciación de la transcripción
(Muñoz-Sanjuan y cois. 2000). El análisis de los 5 exones por heterodúplex y secuenciación
en el paciente 111:1, reveló tan sólo 2 variantes polimórficas en el intrón 1, por lo que




El gen IL1RAP codifica la proteína asociada al receptor de interleukina 1 (IL-1). Esta
proteína interacciona con el receptor de IL-1, mediando diversas respuestas celulares a dicha
citoquina. Se ha descrito que IL-1 es capaz de prolongar la respuesta inflamatoria en
fíbrocitos del ligamento espiral, lo cual podría causar daño coclear (Yoshida y cois. 1999). El
gen IL1RAP consta de 12 exones y expresa dos isoformas, una corta (NCBI: NM_134470),
que presenta tan sólo los 9 primeros exones, y una larga (NCBI: NM_002182), que contiene
todos los exones. Aunque en principio este gen no era un buen candidato como responsable de
sordera, analizamos los 12 exones mediante heterodúplex y secuenciación en el paciente 111:1,
no encontrando ningún cambio en el DNA que pudiera provocar una alteración en la proteína.
Este gen, por tanto, quedaba excluido como responsable de sordera.
Aparte de los tres genes mencionados, el intervalo DFNA44 contenía varias
localizaciones genéticas (LOC) con cierta similitud a genes conocidos, y algunos genes
hipotéticos de función desconocida (ambos predichos mediante programas informáticos de
búsqueda de genes del NCBI). Todos ellos estaban caracterizados de forma parcial, por lo que
ninguno fue investigado.
En el año 2003, se posicíonó en el intervalo DFNA44 un nuevo gen, C3orf6
(chromosome 3 open reading frame 6), al que recientemente se le ha asignado el nombre
CCDC50 (coiled-coil domain containing 50) (Figura 10). Este gen se identificó ensamblando
"in silico" ESTs de la región 3q28, y su existencia se corroboró amplificando el
correspondiente cDNA por RT-PCR (Vazza y cois. 2003). Puesto que un fragmento de este
cDNA se había aislado previamente como EST (H88255) partiendo de cóclea fetal humana
{Morlón Cochlear EST Datábase), consideramos que C3orf6 era un candidato idóneo para
explicar la sordera DFNA44.
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1.3.2 Validación del gen C3orf6 como responsable de la sordera DFNA44
El gen C3orf6 humano contiene 12 exones y expresa dos isoformas generadas a través
de splicing alternativo: la más larga (NCBI: AJ557013) incluye los 12 exones y da lugar a una
ORF de 1449 nuclcótidos; la más corta (NCBI: AJ416916) carece del exón 6 y origina una
ORF de 921 nucleótidos. La primera codificaría una proteína de 482 aa; la segunda, una de
306 aa (Vazza y cois. 2003). La secuenciación de los 12 exones en el paciente 111:1 reveló, en
la ORF del gen, ocho variaciones nucleotídicas respecto a la secuencia publicada (ver Tabla
5), de las cuales siete (localizadas en los exones 3, 6, 7 y 10) correspondían a SNPs (Single
Nucleotide Polimorfisms). Tres de estas variaciones (c.773T>A, c.908A>G y c.995T>C)
comportaban cambio de aminoácido; sin embargo, también aparecían en el individuo
normoyente 111:8, por lo que no podían ser la causa de la sordera.
Tabla 5. Cambios encontrados en la ORF del gen C3orfó en el paciente 111:1 mediante
secuenciación directa. Todos, excepto c.678A>G (exón 6) y c.l394_1401dup (exón 11), aparecían










































* Estos cambios están referidos a la isoforma larga (AJ557O13), correspondiendo la posición +1 a la A del
codón ATG de iniciación de la traducción.
** Número de identificación del SNP (NCBI).
En cambio, la última variación, detectada en el exón 11, sólo estaba presente en el paciente
111:1, y originaba en la secuencia un patrón de picos dobles compatible con una duplicación en
tándem de 8 pb (pares de bases) en heterozigosis. Con la finalidad de confirmar esta mutación
y aislar la secuencia de ambos alelos, se clonó en PUC19 el amplificado correspondiente al
exón 11 de dicho paciente. La secuenciación de 10 clones positivos {que habían integrado el
inserto), demostró la existencia de dos alelos diferentes: uno silvestre, y otro con la mutación
c,1394_1401dupCACGGCAT (referida a la isoforma larga, AJ557O13), como cabía esperar
(Figura 11A y B). Esta duplicación de 8 pb provocaba un cambio en la fase de lectura que
"
Resultados
reemplazaba los 15 aminoácidos del extremo carboxilo de la proteína deducida por una nueva
secuencia peptídica de 36 aminoácidos (p.Phe468HisfsX37) (Tabla 5, Figura 11C).
Aprovechando la diferencia de tamaño entre los alelos silvestre y mutante (8 pb), se diseñó un
test sencillo y rápido para detectar la mutación: los amplificados del exón 11, marcados
fluorescentemente, se sometieron a electroforesis capilar en un analizador automático de
DNA, lo que permitía separar ambos alelos (Figura 11D). Este test se aplicó a todos los
miembros de la familia S281, y se confirmó que la mutación estaba presente en todos los
individuos afectados de la misma, y ausente en todos los normoyentes (incluyendo el
individuo V:2, como cabía esperar del análisis de haplotipos; ver Figura 9). Tampoco se
detectó la mutación en 100 individuos control (normoyentes) no emparentados entre sí, por lo
que se dedujo que la duplicación c.l394_1401dup era responsable de la sordera en ta familia
S281. Para estimar la prevalencia de esta mutación en el conjunto de familias españolas con
HNNSAD, se aplicó el test diagnóstico a 280 individuos con hipoacusia no emparentados
entre sí, pertenecientes a familias afectadas de sordera con herencia dominante (n=135) o de
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Figura I I . A) y B) Fragmento de secuencia del exón 11 de CJor/6 del paciente 111:1, mostrando la presencia de
dos alelos. uno silvestre (A) > otro mutante (B). En un recuadro se muestran los 8 nt que se duplican en la
mutación. C) Alineamiento de los fragmentos C-terminal de la proteina Ymer deducida para los alelos silvestre
(wt) y mutante (mut). La flecha indica el punto donde se produce la mutación. Los aminoácidos en negrita son
los que difieren en las proteínas silvestre y mulante. D) Test diagnóstico para detectar la mutación en C3orf8,
basado en la separación de los alelos silvestre y mutante utilizando un analizador automático de DNA.
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1.3.2.1 Proteína codificada por el gen C3orf6: Ymer
El análisis de la secuencia de aminoácidos que codifica la isoforma larga humana de
C3orf6 (AJ557013) revela que esta proteína no presenta una similitud significativa con
ninguna otra proteína conocida (NCBI. ExPASy: BLAST) y que tampoco presenta dominios
conservados (NCBI. Conserved Domain Search). El análisis "Un silico" de su estructura
secundaria predice un 35% de hélices a, un 4% de hebras P y un 60% de enrollamientos al
azar (NPS@, programa HNN; ver Materiales y Métodos). El algoritmo SMART predice una
estructura de coiled coil entre los aminoácidos 63 y 110. codificada por los exones 3 y 4. La
proteína deducida no presenta dominios transmembrana (aunque el segmento codificado por
el exón 6 es ligeramente hidrofóbico). ni péptido señal (Vazza y cois. 2003: programa PSORT
II). La proteína seria soluble, puesto que el 70% de sus residuos exponen más del 16% de su
superficie (programa PredictProtein). Aunque su localización subcelular es probablemente
citoplásmica (Vazza y cois. 2003). cabe mencionar que presenta dos posibles señales de
localización nuclear, una de ellas entre las posiciones 125 y 129 (codificada por el exón 5;
programa PredictProtein), y otra entre las posiciones 394 y 410 (codificada por el exón 9;
programa ScanProsite). La proteína presenta, además, una secuencia consenso de
fosforilación en tirosina entre las posiciones 138 y 146 (codificada por el exón 5; programas
ScanProsite, PredictProtein). Recientemente, la fosforilación en tirosina ha sido demostrada
experimentalmente por Blagoev y cois. (2004). Estos autores identificaron la proteína como
un efector fosforilado en tirosina involucrado en la red de señalización mediada por el factor
de crecimiento epidérmico (EGF). y la denominaron Ymer. El análisis de la secuencia
aminoacídica de la proteína mutante (p.Phe468HisfsX37). mediante las herramientas
ScanProsite y PredictProtein. revela la presencia de un sitio consenso de N-glicosilación en
asparagina en el extremo C-terminal, entre las posiciones 500 y 503.
Se han descrito genes ortólogos a C3orf6 en varias especies, entre ellas en ratón, rata,
cerdo, pollo y rana africana, de las cuales se ha aislado el RNA mensajero (NCBI.
Nucleotide). En ninguna de estas especies se ha descrito la isoforma larga. El alineamiento
múltiple de las secuencias de aminoácidos deducidas para todas estas especies, mediante el
programa ClustalW. demuestra que hay una región N-terminal muy conservada en todas ellas,
codificada por los exones 1-5 (que contiene el dominio de coiled coil). y una región
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Figura 12. Alineamiento múltiple de la proteina deducida Ymer para varias especies: //. sapiens, humano (ref.
AJ557013); S. seroja, cerdo (AY610008): Ai wu.sculus. ratón (AJ534985); R norvegicus, rata (AJ534984): G".
gallus, pollo (NM001031315): X. laevis, rana (BC070599). Los residuos conservados aparecen sombreados. En
rojo se indican los exones que codifican cada segmento de la proteina en humano. Los péptidos sintéticos
empleados en la generación de anticuerpos contra la proteina de ratón están subrayados.
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La similitud de secuencia entre la proteína deducida humana y las de cerdo, ratón, rata, pollo
y rana es de un 90%. 84%. 82%, 64% y 56%. respectivamente, estando la proteína muy
conservada entre mamíferos.
2 Análisis del RNA mensajero de C3or/6 en oído interno de ratón
2.1 Confirmación de la expresión de C3orf6 en oído interno de ratón
mediante RT-PCR e hibridación in situ
Tanto en humano como en ratón, la expresión del gen C3orf6 es ubicua,
encontrándose en prácticamente todos los tejidos y estadios testados, incluyendo cóclea
(NCBL UniGene). Nosotros confirmamos la expresión de este gen en oído interno de ratón,
del estadio E17.51, mediante RT-PCR (Figura 13).
M
—1672 pb
Figura 13. Gel de agarosa al 1.5%, mostrando los productos de
amplificación por RT-PCR del gen C3orf6 de ratón con los
oligonucleótidos Fl y R4 (ver materiales y métodos). El
amplificado esperado, de 1672 pb, contiene la ORF completa del
gen. Como control positivo de amplificación se empleó cDNA de
cerebro, ya que se sabe que C3or/6 se expresa en este tejido (NCB1,
UniGene). Carriles: 1, cDNA de cerebro (estadio P5); 2. cDNA de
oído interno (El7.5); 3, DNA genómico {no se espera un
amplificado de 1672 pb, ya que éste es específico de cDNA) y 4,
agua (control negativo). M. marcador de peso molecular.
En paralelo, y como primera aproximación para averiguar qué estructuras del oído
interno expresaban este gen. se realizó una hibridación in situ sobre secciones de oído interno
de ratón del estadio El7.5. Para ello se emplearon dos ribosondas obtenidas de la región
3'UTR de C3orf6 (ver Materiales y Métodos), marcadas con digoxigenina: una sonda
antisense (de secuencia complementaria al mRNA. y por tanto capaz de hibridar con éste), y
1. Nota: los estadios que comienzan por "E" se refieren a días embrionarios, y los que empiezan por "P" se
refieren a días postnatales. El periodo de gestación del ratón es de 21 días.
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una sonda sense (de secuencia igual a la del mRNA. que serviría como control negativo). Tras
la hibridación con el mRNA del tejido, las sondas se detectaron mediante incubación con un
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina y posterior tinción con
NBT/BCIP. Como control positivo se emplearon sondas de un fragmento del gen Tgfbl de
ratón, que se expresa en el oído interno en desarrollo (comunicación personal del Dr. Mark
Maconochie). El resultado reveló una fuerte expresión del mRNA de C3orf6 tanto en las
células epiteliales del conducto coclear en desarrollo como en el mesénquima circundante,
vislumbrándose una región de tinción negativa correspondiente a la membrana tectoria en
formación (Figura 14A). En el control negativo no se detectó señal alguna (Figura 14B). En
vestíbulo, tanto en la cresta ampular como en la mácula, se observaba un patrón de expresión
similar al de la cóclea (Figura 14C y D). En el control de Tgfh2 se observó tinción positiva
con la sonda emtisense, y negativa con la sense, como cabía esperar.
# f
Figura 14. Hibridación in situ realizada sobre secciones de oído interno de ratón del estadio El7.5.
mostrando el patrón de expresión del mRNA de C Sor/6 en la cóclea (A. sonda antisense; B, sonda sense)
y en el vestíbulo (C, cresta ampular, sonda antisense; D, mácula, sonda antisense). Abreviaturas: CC.




2.2 Identificación de las distintas isoformas de C3orf6 en oído interno de
ratón mediante RT-PCR
En humano se conocen dos isoformas de C3orf6, siendo la corta (sin exón 6) la
predominante (Vazza y cois. 2003). En ratón, hasta la fecha, se han descrito dos isoformas del
gen ortólogo al humano, careciendo ambas del exón 6 (Figura 15): la isoforma 1 (AJ534985),
descrita por Vazza y cois. (2003), corresponde a la isoforma corta humana, y se expresa en
multitud de tejidos, incluido el órgano de Corti (EST BQ567072; NCBI, UniGene); la
isofonna 2 (NM_001025615) es como la isoforma 1 sin exón 8, y ha sido encontrada en
testículo de ratón adulto (NCBI: AK016827). Estas isoformas codifican proteínas de 305 y
290 aa, respectivamente.
Para averiguar qué isoformas de C3orfÓ (incluyendo las dos citadas y otras
potenciales) existen en oído interno de ratón, en diferentes estadios del desarrollo
(embrionario y postnatal), diseñamos una batería de oligonucleótidos destinados a amplificar
la secuencia codificante del cDNA de C3orf6, tanto entera como en fragmentos solapantes
(ver Materiales y Métodos). Como molde, utilizamos cDNA de oído interno de ratón de los
estadios El7.5, Pl y P14. Las parejas de oligonucleótidos empleadas se especifican en la
Tabla 6. En los tres estadios se detectó la presencia de ambas isoformas descritas, la 1 y la 2,
si bien la amplificación de la ORF completa del gen reveló tan sólo la isofonna 1
(probablemente por ser la más abundante). De hecho, la detección de la isofonna 2 requirió la
amplificación de dos fragmentos solapantes, empleando oligonucleótidos específicos (Tabla 6
y Figura 15).
A fin de obtener información potencialmente interesante de la región 5' del gen, se
llevó a cabo una 5' RACE-PCR partiendo de cDNA de embrión total de ratón del estadio
El 7.5, obteniéndose los siguientes resultados: a) no se detectaron exones adicionales corriente
arriba del exón 1; b) la región 5'UTR del gen se extendía 123 pares de bases (hasta donde la
técnica permitía detectar) desde el ATG de iniciación de la traducción, y c) la secuenciación
de uno de los productos de amplificación reveló la existencia de un nuevo exón situado entre
los exones 3 y 4. Este exón, que denominamos 3b, está constituido por 46 pb y comienza 243
pb corriente abajo del exón 3 en el genoma de ratón (ver Figura 15).
Dado este hallazgo, nos preguntamos si se expresaban isoformas con exón 3b en oído
interno de ratón. Para responder a esto, diseñamos oligonucleótidos específicos que anillaban
sobre el exón 3b, y realizamos una serie de PCRs que generaban fragmentos solapantes de la
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ORF (Tabla 6 y Figura 15). El resultado fue la aparición de dos nuevas isoformas de
mensajero, a las que denominamos 3 y 4. Éstas eran como las isoformas 1 y 2,
respectivamente, con la adición del exón 3b. La isoforma 3 se detectó en los tres estadios
probados, mientras que la isoforma 4 tan sólo se detectó en P14. La presencia del exón 3b en
las isoformas 3 y 4 provoca un cambio de la fase de lectura y, en consecuencia, un codón de
parada prematuro al comienzo del exón 4 de la proteína deducida. Sus mensajeros son por
tanto candidatos para la degradación mediante el proceso de "nonsense-mediated mRNA
decay" (NMD), por lo que estas isoformas probablemente no juegan un papel funcional
relevante.
Tabla 6. Parejas de oligonucleótidos empleadas en
la amplificación de cada una de las isoformas de
C3orf6 a partir de cDNA de oído interno de ratón.
Los oligonucleótidos que se muestran en negrita
fueron específicamente diseñados para amplificar
las isoformas correspondientes (ver Figura 15). La
amplificación de la isoforma 4 requirió el empleo
de PCRs nested, por ser la más minoritaria de
todas. Todos los productos de amplificación se







































En resumen, con esta serie de experimentos se demostró la existencia de al menos 4
isoformas distintas en oído interno de ratón. Las isoformas 1, 2 y 3 se expresan en los tres
estadios testados (El7.5, Pl y P14), mientras que la isoforma 4 sólo se detectó en P14 (Figura
15). Además, las cuatro isoformas se amplificaron partiendo de cDNA de cerebro de ratón
(estadio P5), lo que indica que ninguna de ellas es específica de oído interno.
Cabe mencionar que en ratón existe un pseudogén procesado de C3orf6 en el
cromosoma 4 (NG 005190, Figura 15). Este pseudogén es muy similar a la isoforma 1, con
un 93% de similitud en la secuencia, abarcando desde aproximadamente 100 pb antes del
ATG inicial hasta unas 530 pb después del codón de parada. Tras una búsqueda en las bases
de datos del NCBI, no se encontró evidencia de que el pseudogén se expresara; sin embargo,
en caso de expresarse y traducirse, habría un codón de parada prematuro en el exón 5,
generándose una proteína truncada. Todas las parejas de oligonucleótidos empleadas en la
amplificación del cDNA de C3orf6 fueron diseñadas para amplificar el gen y no el
pseudogén, en base a las diferencias de secuencia entre ambos. La amplificación específica
del gen se corroboró en cada caso mediante la secuenciación de los productos de PCR.
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Figura 15. Arriba, esquema de la organización genómica de C3orf6 de humano y de ratón. Los exones se representan mediante rectángulos. La ORF aparece de color blanco,
mientras que las regiones no traducidas están punteadas. El asterisco indica el punto donde se produce la mutación en la familia S281. En el gen de ratón se muestra la
secuencia del exón 3b. Debajo, están representadas las 4 isoformas de cDNA encontradas en oído interno de esta especie en varios estadios. Las flechas representan los
oligonucleótidos empleados en la amplificación de las isofomias correspondientes (excepto F4 y R5, que fueron los oligonucleótidos utilizados para generar las sondas de la
hibridación in situ) I os oligonucleótidos 1 6 y R'> están específicamente diseñados para amplificaí las isoformas sin exón B; ambos están a caballo entre Jos exones, con sólo
3 bases en el extremo 3' capaces de anillar en los exones 9 y 7, respectivamente. Los oligonucleótidos F5 y R8 están diseñados sobre el exón 3b, y están diseñados para la
amplificación de isoformas que contienen dicho exón. A la derecha de cada isoforma se indica si ésta se ha detectado ( + ) o no (-) en cada estadio testado (E17.5, !'l y PI4).
Abajo se muestra el pseudogén procesado de C3orfñ que existe en ratón.
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3 Estudio de la expresión espacio-temporal de la proteína Ymer en oído
interno de ratón
3.1 Generación de anticuerpos contra Ymer y comprobación de su
especificidad
Para estudiar la expresión de la proteína codificada por C3orf6 en oído interno de
ratón, se generaron dos anticuerpos policlonales de conejo (DOX y DOY), dirigidos ambos
contra dos péptidos sintéticos de la proteína deducida de ratón, uno N-terminal (codificado
por los exones 4 y 5) y otro C-terminal (codificado por el exón 11; ver Materiales y Métodos).
La especificidad de dichos anticuerpos se comprobó por weslern blot, utilizando muestras de
diferentes tejidos de oído interno (cresta epitelial interna -GER, greater epithelial ridge-,
estría vascular y modiolo) de ratón, del estadio P2. Se obtuvieron los siguientes resultados: el
anticuerpo DOY reveló una única banda de aproximadamente 38 kDa, que se correspondía
con el tamaño esperado para la proteína (unos 35 kDa para las i so formas 1 y 2; programa
PeptideMass) (Figura 16A). El anticuerpo DOX reveló esta misma banda y varias bandas
adicionales minoritarias, no específicas, que hacían de éste un anticuerpo menos apropiado
para detectar la proteína Ymer. Como control negativo, se sustituyeron los anticuerpos DOX y
DOY por inmunoglobulinas G de conejo a una concentración similar a la del anticuerpo
correspondiente, no observándose ninguna banda en ninguno de los dos casos. La
especificidad de DOY se chequeó adicionalmente por inmunohistoquímica (ver Materiales y
Métodos y apartado 3.3) sobre secciones de oído interno del estadio P2, preabsorbiendo el
anticuerpo con los péptidos contra los cuales se había generado. De ser un anticuerpo
específico, los péptidos se unirían a él, bloqueando el sitio de reconocimiento e impidiendo,
por consiguiente, su unión al epítopo en el tejido. La hibridación con DOY sin preabsorber
reveló un patrón de tinción específico (Figura 17, panel c), que desaparecía cuando se
incubaba previamente el anticuerpo con un exceso de ambos péptidos Ínmunogénicos (Figura
17, panel h). Se consideró, por tanto, que DOY era un anticuerpo específico contra Ymer, y
éste fue el anticuerpo que se utilizó en los experimentos que siguieron.
Resultados
3.2 Análisis de la solubilidad de Ymer
En el siguiente experimento, se quiso evaluar la solubilidad de Ymer. Para ello se hizo
un western blot utilizando, como muestras, distintas fracciones proteicas de la cóclea,
extraídas secuencialmente en soluciones de solubilidad decreciente: tampón Tris salino
(TBS), solución de alta concentración salina (HS), solución de baja concentración salina (LS)
y Tritón X-100 (TX-100). La fracción proteica remanente se consideró la fracción insoluble.
Tras un revelado con el anticuerpo DOY, se observó que la banda correspondiente a Ymer, de
unos 38 kDa, aparecía únicamente en el carril correspondiente a la fracción soluble en TBS
(Figura 16B), confirmando así que se trataba de una proteína totalmente soluble, como
predecían las herramientas Ínfonnáticas de análisis de la secuencia aminoacidica.
B





Figura 16. A) Western blot realizado para comprobar la especificidad del anticuerpo DOY,
utilizando muestras de tejido de cresta epitelial interna (GER), estria vascular y modiolo, B) Western
blot realizado con tejido de cóclea entera, mostrando la solubilidad de ta proteína Ymer en distintas
fracciones de solubilidad decreciente: tampón Tris salino (TBS), NaCl 1 M (HS. high salí). Tris 10
mM (LS, lowsalt), Tritón X-100 (Tx-100) y fracción insoluble.
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3.3 Localización de la proteína Ymer en oído interno de ratón mediante
inmunohistoquímica
Para determinar el patrón de expresión espacio-temporal de la proteína Ymer, se
hicieron secciones de oído interno de ratón de diversos estadios (embrionarios y postnatales),
que se incubaron primero con el anticuerpo DOY y posteriormente con un anticuerpo
secundario, marcado fluorescentemente, que reconocía la fracción constante del anticuerpo
DOY. En cóclea, se obtuvieron los siguientes resultados (ver Figura 17):
- En El4.5 (panel a), la proteína se expresaba fuertemente en todo el mesénquima (M),
adoptando la forma de acúmulos que aparecían como puntos muy brillantes al microscopio
de fluorescencia. Asimismo, se detectó expresión en lo que parecían ser las fibras
nerviosas (FN) del ganglio espiral. También se observaban fibras nerviosas con tinción
positiva invadiendo el epitelio coclear en la zona de la cresta epitelial interna (GER,
greater epithelial ridge). Dichas fibras llegaban hasta la superficie del epitelio de cara a la
luz del conducto coclear (CC).
- En El7.5 (panel b) se observó expresión únicamente en el mesénquima (M) que circunda
al conducto coclear, similar a la del estadio El4.5.
- En P2 (panel c), la expresión de Ymer en el mesénquima era menor; no obstante, había
una zona de tinción fuerte en el limbo espiral (LiE), en forma de acúmulos. También
aparecían zonas de expresión nuevas: la zona apical de las células pilares (CP) en
desarrollo, el citoplasma de las células ciliadas externas (CCEs), así como fibras nerviosas
que contactaban con la base de estas células, y las células marginales de la estría vascular
(EV).
En P12 (panel d), Ymer se expresaba fuertemente en las células pilares (CP) internas y
externas, en toda su longitud. La tinción en el tejido de origen mesenquimático era mucho
más débil, con dos zonas principales de expresión: el limbo espiral (LiE) y la región
inferior del ligamento espiral (LgE). La expresión en la estría vascular (EV) era más
intensa que en el estadio P2.
- En P16 (panel e), continuaba la expresión en las células pilares (aunque restringida
principalmente a las células pilares internas, PI) y, notablemente, en las células marginales




En P19 (panel f), la expresión era intensa en la estría vascular (EV) y en las células de
soporte del órgano de Corti: las células pilares internas (PI) y lo que parecía una estructura
perteneciente a las células de Deiters (CD). La tinción era muy débil en el ligamento y el
limbo espiral.
- En P33 (panel g), Ymer se expresaba única y exclusivamente en la estría vascular (EV).
Al igual que en la cóclea, la expresión de Ymer en el vestíbulo (Figura 18) era
especialmente intensa en el mesénquima en el periodo embrionario (en forma de acúmulos), y
luego disminuía progresivamente hasta prácticamente desaparecer en adulto (P33). La tinción
de las fibras nerviosas que inervan el epitelio sensorial era patente en los estadios El7.5 y P2
(Figura 18, paneles a, b y c). En el epitelio sensorial, la proteína comenzaba a detectarse en
algunas células hacia El 7.5, y luego aumentaba su nivel de expresión, manteniéndose en el
adulto (Figura 18, paneles e y 0- La proteína se localizaba fundamentalmente en el citoplasma
apical.
Para todos los estadios se realizaron controles negativos, sustituyendo el anticuerpo
DOY por inmunoglobulinas G de conejo a la misma concentración, no observándose tinción
alguna en ningún caso.
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Figura 17. Inmunohistoquimica realizada sobre secciones de oído interno de ratón de los estadios E14.5 (a),
E17.5 (b), P2 (c), P12 (d), P16 (e), P19 (f) y P33 (g), mostrando el patrón de expresión espacio-temporal de la
proteína Ymer en cóclea. En la esquina inferior derecha de los paneles c, d, f y g se muestra una ampliación de
los siguientes motivos, respectivamente: células pilares más células ciliadas externas; células pilares; células
pilares más células de Deiters; y un segmento de la estría vascular. El panel h muestra un control negativo
realizado sobre secciones del estadio P2, preabsorbiendo el anticuerpo con los péptidos inmunogénicos (apartado
3.1 de resultados). Abreviaturas: M, mesénquima; CC, conducto coclear; GER, cresta epitelial interna (greater
epithelial ridge); FN, fibras nerviosas; LiE, limbo espiral; CP, células pilares; CCEs, células ciliadas externas;


























































Figura 18 Tinción frente a la proteina Ymer en secciones de vestíbulo de ratón de los estadios indicados. Los





Así pues, la expresión de Ymer en la cóclea varía dinámicamente a lo largo del
desarrollo, comenzando en el mesenquima y las fibras nerviosas del ganglio espiral en el
embrión, para posteriormente encenderse y apagarse progresivamente en distintas estructuras
como las células ciliadas extemas, las células pilares y las células de Deiters, con una
expresión especialmente intensa en las células pilares. En la estria vascular, la expresión
comienza débilmente en el estadio P2 para luego aumentar progresivamente hasta P19,
manteniéndose en ratón adulto del estadio P33 (Tabla 7). En adulto, por tanto, la estria
vascular es la única estructura coclear que expresa Ymer. En el vestíbulo, y similarmente a lo
que sucede en la cóclea, la expresión de Ymer es especialmente importante en el mesenquima
ótico en el periodo embrionario, y luego va reduciéndose a medida que el tejido va
diferenciando. Sin embargo, y al contrario que en la cóclea, en que la expresión de Ymer no
se da en el órgano de Corti en estadios avanzados (P33), la proteína sí se expresa en el epitelio
sensorial del vestíbulo adulto.
Tabla 7. Nivel de expresión de la proteina Ymer en diversas estructuras de la cóclea de ratón, en

























































1 Papel funcional de C3orf6 en el oído interno
En este trabajo, hemos mapeado un nuevo locus implicado en HNNSAD, DFNA44, y
hemos encontrado la mutación causante de esta sordera en el gen C3orf6. Este gen codifica
una proteína, Ymer, que está involucrada en la red de señalización del EGF (Blagoev y cois.
2004), aunque su carencia de homología con otras proteínas conocidas hace difícil que se le
pueda asignar un papel funcional concreto. En este estudio, mostramos por primera vez que
Ymer está involucrada en el sentido de la audición, e investigamos su patrón de expresión en
el oído interno como primera aproximación para entender su función en este órgano.
Nuestros resultados revelan que Ymer es una proteína soluble (Figura 16B, pág. 89) y
citoplásmica (apartado 3.3 de Resultados; Figuras 17 y 18). Los experimentos de
inmunohistoquímica en secciones de oído interno de ratón de diversos estadios pre- y
postnatales muestran una expresión dinámica de la proteína en la cóclea; dicha expresión se
enciende y se apaga en diversas estructuras para acabar manteniéndose únicamente en la estría
vascular en el ratón adulto. Interesantemente, los resultados indican que la expresión de Ymer
en esas estructuras coincide con el periodo en el que éstas se están diferenciando (ver Tabla
8). Inicialmente, puede observarse una fuerte expresión de Ymer en el mesénquima ótico que
luego disminuye progresivamente a medida que las células se diferencian en fibrocitos del
limbo y el ligamento espiral, hasta desaparecer en el ratón adulto. El ganglio espiral es la
primera estructura que se diferencia en la cóclea, en tomo al día embrionario E14, pudiéndose
detectar sus proyecciones nerviosas invadiendo el epitelio coclear hacia El5 (Pujol y cois.
1998). En la Figura 17a (pág. 93) puede comprobarse que Ymer, en E14.5, aparece asociada a
las fibras nerviosas procedentes del ganglio espiral que invaden la cresta epitelial interna
(GER). Las células ciliadas internas (CCIs) y externas (CCEs) comienzan a diferenciarse en
células sensoriales hacia El 7, aunque las CCEs experimentan un segundo proceso de
maduración en el que adquieren sus propiedades únicas como células motoras (Pujol y cois.
1998). Esta última fase tiene lugar, aproximadamente, en el periodo comprendido entre el
nacimiento (P0) y el comienzo de la función coclear (P12) (Belyantseva y cois. 2000). Ymer
no parece detectarse en el epitelio sensorial en El 7.5, pero sí se halla presente en las CCEs en
P2 (hay que tener en cuenta que no hemos estudiado el periodo intermedio). Sin embargo, en
El7.5 ya se detecta la presencia del mensajero de C3or/6 en el epitelio sensorial de la cóclea
(Figura I4A, pág. 83), lo que sugiere que la expresión de la proteína podría iniciarse
inmediatamente después de este estadio. También en P2 puede observarse una ligera tinción
de Ymer en el ápex de las células pilares, cuya maduración comienza hacia P0 (Mueller y
luí
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cois. 2002). La expresión de Ymer en estas células alcanza su mayor nivel hacia P12, estadio
en el que alcanzan una morfología prácticamente adulta y claramente se observa la apertura
del túnel de Corti en la cóclea (Pujol y cois. 1998). La expresión disminuye progresivamente
y desaparece en el adulto. En la estría vascular, cuya maduración comienza justo después del
nacimiento (a partir del día Pl en rata; Sagara y cois. 1995), Ymer empieza a expresarse hacia
P2. En las células de Deiters, que maduran con posterioridad a las células pilares (hacia P4-P6
en gerbo), siguiendo el gradiente medial>lateral de maduración en el órgano de Corti (Ito y
cois. 1995), se puede observar expresión de Ymer en P19, estadio en el cual están
completando su maduración (Pujol y cois. 1998).
Los datos experimentales demuestran inequívocamente la presencia de Ymer en las
células en proceso de diferenciación de diferentes tejidos cocleares. Alcanzada la maduración,
Ymer desaparece de todas esas células excepto de la estría vascular, donde la expresión
permanece en el adulto2 (ver el mareaje en el estadio P33, Figura 17g).
Tabla 8. Comparación entre la expresión de Ymer observada en diversas estructuras cocleares y el estadio
aproximado en que se inicia la diferenciación de dichas estructuras.
Estructura coclear
Ganglio espiral

































Pujol y cois. 1998
M
Belyantseva y cois. 2000
Mueller y cois. 2002
Sagara y cois. 1995
Ito y cois. 1995
* Los estadios de diferenciación coclear en rata y ratón son muy similares (Pujo! y cois. 1998).
** En el gerbo, los eventos de maduración del órgano de Corti están retrasados 2-4 días respecto a rata y ratón
(Souter y cois. 1997).
Diferentes estudios han demostrado que los factores de crecimiento EGF y PDGF se
requieren para el desarrollo y diferenciación del oído (Doetzlhofer y cois. 2004; Lee y cois.
2004; Reigstad y cois. 2005). La respuesta celular a estos factores de crecimiento está
mediada por sus correspondientes receptores (EGFR y PDGFR, respectivamente), los cuales
2. En el ratón, se considera que la cóclea alcanza la maduración hacia el estadio P21 (Pujol y cois. 2005).
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pertenecen a la familia de receptores tirosín kinasa (RTKs). En rata neonatal del estadio P3, el
mensajero de EGFR se expresa en toda la cóclea, con una intensidad mayor en las células
ciliadas y de soporte del órgano de Corti, la cresta epitelial interna y el ganglio espiral, que en
la estría vascular y el limbo y el ligamento espiral. El mensajero desaparece casi por completo
una vez concluida la maduración de esas estructuras, lo que sugiere que la interacción del
EGFR con sus ligandos podría jugar un papel importante en el desarrollo del órgano de Corti.
(Zine y cois. 2000). Otros autores han demostrado que el EGF y el TGF-a, ambos ligandos
del EGFR, se expresan en la rata en el mismo estadio, en el órgano de Corti y en la estría
vascular (Malgrange y cois. 1998). El hecho de que Ymer es altamente activado por EGF y,
en menor medida, por PDGF (Blagoev y cois. 2004; Kratchmarova y cois. 2005), unido a la
presencia de esta proteína en las células cocleares en diferenciación y su desaparición a
medida que éstas van madurando, apoya fuertemente la hipótesis de que Ymer participa
activamente en los procesos moleculares que conducen a la diferenciación y maduración de
las diferentes estructuras cocleares.
La expresión de Ymer en el vestíbulo del ratón se asemeja a la de la cóclea. La tinción
en el tejido de origen mesenquimático es fuerte en el periodo embrionario y va disminuyendo
a lo largo del desarrollo (Figura 18, pág. 95). En El 7.5 se puede observar expresión de Ymer
en las fibras nerviosas, así como en algunas células, probablemente ciliadas, que se están
diferenciando (proceso que comienza en torno a E14-E18; Rüsch y cois. 1998). En este
estadio, se ven claramente en la mácula contactos entre las fibras nerviosas y estas células
(Figura 18b). Los contactos entre las fibras aferentes y las células ciliadas son evidentes hacia
E16 (Rüsch y cois. 1998). Sin embargo, y a diferencia del órgano de Corti, donde Ymer se
expresa solamente durante el periodo de diferenciación, la proteína continúa expresándose en
el epitelio sensorial vestibular del ratón adulto.
Es bien conocido que la pérdida de las células ciliadas cocleares en el mamífero adulto
es irreversible, mientras que las células ciliadas del vestíbulo conservan cierta capacidad de
regeneración, aunque baja (Zine y de Ribaupierre 1999). Teniendo en cuenta que el EGF
parece jugar un papel clave en la regeneración de las células ciliadas del vestíbulo (Li y cois.
2003), no sería descartable que la permanencia de Ymer en el epitelio sensorial vestibular del
adulto estuviera relacionada con esa capacidad de regeneración.
Puesto que la expresión de Ymer es transitoria durante el desarrollo postnatal del
órgano de Corti, no es probable que sea una proteína estructural. Nuestros resultados sugieren
103
Discusión
que Ymer, más bien, podría participar en el proceso de formación del citoesqueleto de
microtúbulos. Esta hipótesis se basa en los siguientes hechos y observaciones: a) la tubulina
es un componente abundante de las células del ganglio espiral y de sus proyecciones
nerviosas durante su desarrollo (Ito y cois. 1995), periodo en el que se observa expresión de
Ymer en estas estructuras; b) se puede establecer una buena correlación espacio-temporal
entre la expresión de Ymer y la adquisición del citoesqueleto de tubulina por los distintos
tipos celulares del órgano de Corti, proceso que ocurre en paralelo a su maduración postnatal
y progresa en el orden: CCIs>CCEs~células pilares internas>células pilares externas>células
de Deiters (Ito y cois. 1995; Hallworth y cois. 2000); c) más aún, en las células pilares Ymer
aparece hacia P2, en forma de una mancha discreta en el ápex de estas células (ver ampliación
de la Figura 17c en pág. 93), y es justamente en este estadio y en este sitio donde comienza la
nucleación de microtúbulos en las células pilares (Henderson y cois. 1995). Estos
microtúbulos se extienden progresivamente hacia la base de la célula. Una vez formado el
citoesqueleto de microtúbulos, éste abarca toda la longitud de la célula (Henderson y cois.
1995), patrón que se observa para Ymer en el siguiente estadio testado, P12 (ver ampliación
de la Figura 17d); d) tanto en las células pilares como posteriormente en las células de
Deiters, la tinción de Ymer es intensa y abarca toda la célula (Figura 17, paneles d y f). Este
patrón es compatible con la arquitectura del citoesqueleto, el cual está constituido por haces
compactos de microtúbulos y microfilamentos interconectados entre sí que se extienden en
ambos tipos celulares en toda su longitud (Slepecky 1996). De hecho, la tinción de Ymer
imita sorprendentemente a la tinción de tubulina en las células de soporte cocleares y en las
células ciliadas del vestíbulo que se presenta en los trabajos de Tannenbaum y Slepecky
(1997) y de Perry y cois. (2003), respectivamente (Figura 17d y f; Figura 18f).
En definitiva, la expresión de Ymer parece guardar una estrecha relación con la
emergencia del citoesqueleto de microtúbulos en las células del epitelio sensorial del oído
interno. Dada esta hipótesis, podemos especular acerca de la función que Ymer juega en la
estría vascular del ratón adulto. Se ha descrito que las células marginales y endoteliales de la
estría entran en apoptosis como resultado del daño oxidativo que se produce tras el estrés
acústico prolongado (Shi y Nuttall 2003). Por otra parte, la activación de la proteín kinasa C
(PKC) mediada por el EGF es capaz de proteger el citoesqueleto de microtúbulos del daño
oxidativo en el epitelio gastrointestinal (Bañan y cois. 2001). Si este sistema funciona también
en el oído interno, Ymer podría ejercer un papel protector frente al daño oxidativo en la estría
vascular del ratón adulto.
104
Discusión
2 ¿Cuál es la patofisiología de la mutación c.I394_1401dup en C3orf6?
La mutación causante de sordera en la familia estudiada consiste en una duplicación
de 8 pb que conduce, hipotéticamente, a la síntesis de una proteína en la que el extremo
carboxilo es sustituido por un péptido más largo. La mitad amino termina! de la proteina, muy
conservada evolutivamente, permanece inalterada en la proteina mutante. Esta región incluye
las tirosinas susceptibles de fosforilación y el presunto dominio de coiled coi!. Los datos
experimentales con los que actualmente contamos, unido a la carencia de información sobre la
función de esta proteína, no nos permiten establecer cuáles son los mecanismos
fisiopatogénicos que subyacen a esta mutación. La hipoacusia observada en los pacientes
podría ser debida a un mecanismo de: a) haploinsufíciencia. en que una dosis del 50% de la
proteína silvestre no es suficiente para ejercer una función normal; b) dominancia negativa,
debido a la pérdida funcional de la proteína silvestre por interacción con la proteína mutante.
Hay que Lencr en cuenta que [a proteína Ymcr mutada conserva intacto el dominio de coiled
coih y que estos dominios, ampliamente versátiles, representan uno de los principales motivos
de oligomcrización en las proteínas (Burkhard y cois. 2001); o c) ganancia de función, que
podría deberse a la toxicidad de la proteína mutante. Aunque no podemos pronunciarnos por
ninguno de estos tres mecanismos, cabe destacar que los programas informáticos predicen un
sitio de N-glicosilación en el extremo C-terminal de la proteína mutante, y que se han descrito
mutaciones cuya patogenicidad se basa en la ganancia de N-glicosilación (Vogt y cois. 2005).
Basándonos en que la expresión de C3orf6 es ubicua, y que la proteína codificada
participa en el desarrollo del oído interno, es lógico preguntarse por qué la hipoacusia
detectada en los pacientes de esta familia no está acompañada de deficiencias en otros
órganos (sordera sindrómica), o por qué la hipoacusia no es congénita y aparece en el periodo
postlocutivo. Existen en la literatura ejemplos de genes con expresión ubicua y participación
en el desarrollo del oído interno que provocan HNNSAD de aparición postlocutiva. Por citar
un par de ellos, los genes que codifican el activador transcripcional EYA4 (locus DFNA10) y
el factor de transcripción TFCP2L3 (locus DFNA28) (Wayne y cois. 2001; Peters y cois.
2002). Una de las hipótesis que se barajan para explicar este fenotipo es la existencia de
sistemas redundantes que suplan la función del gen mutado. No obstante, para responder a
estos interrogantes es necesario la realización de estudios celulares y la generación de






Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:
1. Hemos mapeado un nuevo locus de sordera neurosensorial no sindrómica de herencia
autosómica dominante: DFNA44. El locus se sitúa en el brazo largo del cromosoma 3,
en la banda cromosómica 3q28-29, dentro de un intervalo genético de 3 cM delimitado
por los marcadores D3S1314 y D3S2418.
2. La sccuenciación de varios genes situados dentro del intervalo, en uno de los pacientes
de la familia que estudiamos, permitió identificar la mutación causante de la sordera.
Ésta consiste en la duplicación en tándem de un trecho de 8 pb (c.l394_1401dup) de
la secuencia codificante del gen C3orf6 (CCDC50). La mutación genera un cambio en
la fase de lectura que reemplaza los 15 últimos aa de la proteína deducida por una
nueva secuencia peptídica de 36 aa (p.Phe468HisfsX37), La proteína codificada por
C3orf6 se llama Ymer, y es un efector fosforilablc en tirosina dentro de la red de
señalización del EGF.
3. Analizando la expresión del gen ortólogo a C3orf6 en ratón, hemos detectado la
presencia de 4 isoformas distintas de mRNA, generadas por splicing alternativo, en el
oído interno de esta especie. Ninguna de ellas es específica de oído. De estas
isoformas, sólo dos (la 1 y la 2) parecen tener importancia funcional en el oído interno,
en base a su nivel de expresión.
4. La proteína Ymer es soluble y citoplásmica. Aunque no presenta dominios
conservados ni una similitud significativa con otras proteínas, contiene una región N-
terminal muy conservada en la evolución.
5. La expresión de Ymer en el oído interno de ratón es dinámica, encendiéndose y
apagándose en diferentes estructuras, en distintos estadios, para mantenerse
únicamente en la estría vascular y en el epitelio sensorial vestibular del animal adulto.
El papel funciona] de Ymer, por tanto, parece estar relacionado con la diferenciación
de las distintas estructuras durante el desarrollo y maduración funcional del oído
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Durante la realización del trabajo presentado en esta Memoria de Tesis Doctoral, he
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DFNB17 and DFNB13 deafness \oc\. JMecí Genet 2004; 41(2):el4.
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mutation in the mitochondrial DNA in patients with cochlear or vestibular damage due
to aminoglycosidc-induced ototoxicity Acia Otorrinolaringol Esp 2004; 55(5):212-
217 (artículo en español).
* Estos autores han contribuido igualmente en estos trabajos.
El segundo artículo describe el mapeo genético del locus DFNA44, trabajo que
constituye la primera parte de esta Memoria. El trabajo que describe la identificación de
C3orf6 como gen responsable de la sordera DFNA44 y los estudios de expresión de la
proteína Ymer en el oído interno de ratón, se enviará próximamente para su publicación. A





Q829X, a novel mutation ¡n the gene encoding otoferlin
[OTOF), ¡s frequently found ¡n Spanish pafienfs with
prelingual non-syndromic hearing loss
V Migliosi, S Modamio-Hoybjor, M A Moreno-Pelayo, M Rodríguez-Ballesteros,
M Viilamar, D Tellería, 1 Menéndez, F Moreno, I del Castillo
J Med Genel 2002;39.502-506
I nhemed hearing impairmem is a highly heterogeneousgroup of disorders wilh an ovcrail incidence ni about 1 ni2000 newborns.' Among them, prelingual, severe hearing
loss with Qoother associated clinical fcaturc (non-syndromic)
i«. by lar the tnosi frequeni ' It represrats a serious handicap
for speech acquisilion, and therefore e.irly detection is
tial for thc applicaiiort of pallialive treatment and special cdu-
catión. Henee genctic diagnosis and cnunselling are being
incrcasingly demanded
Non-syndromic prelingual deafness is mainly inherited as
an autosomal recessive crait Tn date, 28 different loci for auto-

































































































amplification of human OTOF exons
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Figure 1 Novel deofness causing mutations in the OTOF gene, |A) Direct sequencing of the coding stmnd of exon 22 from patient SI 85-03,
homozygous for the Q829X mutation. Nucleolide and amino acid numbers alt refer to me bng isoforms |accession number AF1831 85). (B)
Direcl sequencing of the coding strand ofexon 44 from palient S244^05, heterozygous for the Pl 825A mutation, |C) Comparison of
sequences of the sixth Ca2+ binding C2 domain in differenl members of the mammalian fomily of proteins sharing homology with
CaenorhabdiHs elegctm fer-1. H, human, M, mouse; OTOF, otoferlin; DYSF, dysferlin; MYOF, myoferlin. An astensk denotes residues that ore
identical in all of the five compared sequences. The proline 1825 residue is mdicaled >n bold. Accession numbers o) the compored sequences:
AF 183185, AF 183184, AF075575, AF188290, ond AF 18231 ó.
reponed and 10 genes nave been identified.1 Mutations in the
gene encoding connexin-26 [GJB2, DFNB1 locus| are respon-
sible for up to 50% of all cases of autosomal recessive deafncss,
with a frequent muiation (35delG) accouming for up to 86%
of [he CJB2 muiam alíeles in several populaiions.1'" Othcr
mutaüons. 235delC and 167dcIT, account for the majority of
GJB2 muiant alíeles ainong the Japanese" and Ashkcnazi
Jewish populations," respectively. However, little is known
aboul thc individual lontribution of other genes and their
mulalions to the remaining uncharacteriscd cases.TWo factors
exptain this lack of knowledge. First, most of the deafness
genes identiñed so íar are large, wiih many exons and no
muialíonal hotspots, a problem thal hampers routine molecu-
lar diagnosis. Second, the recent impressive progress in the
investigation of genetic deafness has been the result of a
research strategy based on the study of large pedigrees with
many affected subjects." As a consequence, for most of ihe
genes identified so far, genetic linkage has been reponed only
for a few families, and asmall number of muiationshave been
published."-' In contiast, most of the families asking for a
genetic diagnosis are small, wiih nnly one or rwo affected
members, which makes linkage analysis inconclusive. To
make Ihe results od ihe basic investigation available to these
small families, research should concéntrale on the finding of
the most frequent mutations in each sepárate gene ¡n a given
population, and on the development of simple tests, specific
For each frequent muiation.
In ihis study, we have investigated the gene encoding oto-
ferlin (OTOF. locus DFNB9 on 2p22-p23)'* through a strategy
based on haplolype analysis of sinall families followed by
mutaiion detection in those cases in which the results were
compatible with linkage to DFNB9. This approach has allowed
us lo identify a novel mutation, Q829X, the third most
frequent mutation causing prelingual deafness reponed so far
in the Spanish population.
MATERIALS AND METHODS
Twenty-eighc independen! nuclear famitíes from Spain, with
non-syndromic, preüngual, scnsorineural hearing loss were
enrolled in the study. In six of them, Ihe parents were consan-
guineous. At least one palient from each of (hese 28 families
had been previously tested for mutations in the connexin-26
gene by heteroduplc-x analysis and DNA sequencing, the result
being negative. Informed consent was obtained from all the
subjecls included in ihis study. Clinical examination of ihe
palients excluded syndromic features, as well as putative
environmental causes of their hearing loss. Conductive
hearing loss was ruled out by otoscopic examination, tympano-
metry with acoustic rellex tesling, and use of the tuning furk
tests. Puré tone audiometry was performed to test for ¿ir con-
duction (frequencies of 250-8000 Hz) and bone conduction
(frequencies of 250-4000 Hz). DNA was extracted from
periphcral blood samples from all members of each family.
Subjects were genotyped for microsatellite markers D2S158,
D2S2223, D2S2350, and D2S174, cióse to the OTOF gene H
2p22-p23 (genetic distance of 0 cM).!< J1 We used primers and
PCR conditions previously reponed," but in each case one of
the primers was labelled with a fluorescent dye. Amplih'ed
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Figure 2 Pedigrees of the familial and sporadic coses carrying mutotions ¡n the OTOf gene. Haplolypes are ¡ndicoted by vertical bors. In
block the haplotype ossociated witd the aisease. Alíele numbeTs indícale alíele size, usmg as reference CEPH subject 134702. '
Prism JlOGeiivlif An.ilyzcr (Ajiplial Binsystems).The analy-
sis of the haplotype defined for thcse markcrs excluded link-
ajic [o DFNB9 in 20 famiiics, it was inconclusivc in two fami-
lies,and il showcd totnpaiibiliiv with linkanr m 'he rcmaining
M.\ famllies (Including one wiih consanKuineous parents,
famll} S18S)
In ilicse six fainilics u i ih putative línkage to DrNü^, >m
exon by exon screening for mutationí in the OTOF gene was
carried out. Mutatlon detcciion was performed by heteíodu-
plcx analy5Í5rt Jí of PCR produils Irom one palicnt and one
parent in each farnily, fotlowcd by DNA sequencing of the
posiiivc cases. Primen for i'CR amplification of each exon
have been previously reported."J° Hovvever, wilh the excep-
lion of exons 21, 22, and 24, wc destgned ncw primers in
order to obiain amplification producís of the appropriate 5i?e




In family S185, a C to T iransilion ai nucleotide 2485 was
found in exon 22 (fig 1A). This mutation results in the
substitution of a glutamine codon by a premature stop codon
(Q829X). Both parents of family S185 were carriers of ihc
mutation and their iwo affecied chiJdren were homozygous
{fig 2). The Q829X mutation was not found in 200 unrelated
Spanish controls with normal hcaring. No other pathogenic
mutalion was detected in the remaining (¡ve families, but the
screening showed several poiymorphic changes in the OTOF
open reading frame: sut of them are silent (A372G, G945A,
C2580G, G27J6C. C5391T, and C5655T) and rwo others
produce amino acid substimtions (C244T and C2317T). The
C244T polymorphism resulls in the substitution of arginine 82
by a cysteine residue (R82C). It was found in seven out of 10
unrelaied conirols wíth normal hearing. On the other hand,
the C2317T polymorphism results in the substitution of
arginine 773 by a cysleine residue (R773C), and it was found
in eight out of 46 unrelated controls with normal hearing.
A specific test was designed for easy screening of the novel
Q829X mulation. Exon 22 was PCR amplified using previously
reponed primers The amplification product (298 bp) was then
digested with ihe Bfal restriction endonuclease, according to
the manufaclurer's inslruclions (New England Biolabs), and
the digestión fragments were resolved by electrophoresis on a
3% agarase gel (fig 3). In the wild [ype alíele there is one Bfal
site, digestión resulting in Iwo fragments of 291 bp and 7 bp,
The Q829X mutation créales an additional restriction site,
which divides the 291 bp fragment into two parts (168 and
123 bp). Wc used this test to screen a collection of 269
unrelated cases of autosomal recessive hearing loss negative
for mutations in the connexin-26 gene. These included 9}
famiüal case and 137 sporadic cases from Spain and 16
familial and 23 sporadic cases from Cuba. A case was consid-
ered sporadic when there was only one affected person in the
pedigree. We found the Q829X mutation in 11 cases: two
Spanish familial cases, eighl Spanish sporadic cases, and one
Cuban familial case. The mutalion was found in homozygos-
ity in all of these cases, except in the Spanish family S244 (fig
2), in which there were homozygous and heterozygous
patients. So an exon by exon screening for mutations in thc
OTOF gene was performed on one of the heterozygous patients
from family S244. A C to G transversion al nucleotide 547}
was found in exon 44 (fig IB). This mutalion results in the
substitution of proline 1825 by an alanine residue (P1825A),
and it was not found in 100 unrelated Spanish controls wilh
normal hearing. The mutation was abo not found in the 258
unrelated cases of recessive deafness that remained uncharac-
terised afler (he Q829X screening.
Given the frequeney of the Q829X mulation in our sample,
wc ínvesiigated its evohjtionary origin. All the families
carrying the Q829X mutation were genotyped for microsaiel-
lile markers D2S158, D2S2223, D2S2350, and D2S174, and the
corresponding haplotypes were deduced (fig 2). Considering
the comaiiHuinity observed in three of these families, ihere
are 24 independen! chromosomes carrying the mutation {21
Spanish and two Cuban). In 20 Spanish and in the two Cuban
chromosomes, the Q829X mutalion is associated with the
276-196-98-205 haplotype, which is not represented among
the 25 wild type ehromosomes from the faiiiilii", induded m
the study. In iwo olher cases, the mulation is associated with
haplotypes 276-196-98-209 and 276-196-94-203 that may be
recombinanl derivatives of the most common Q829X associ-
ated haplotype. These results strongly suggesl thai the
chromosomes carrying the Q829X mulation share a common
ancestor. This founder effect wuuld not be the consequence of
geographical isolation, since our families with the Q829X
mutation are distributed all over Spain and Cuba.
Figure 3 Specific tesf for trie Q829X muratíon. Bfal digestí of exon
22 PCR producís from o. heterozygoíe and borh Fypes of
homozygores, resolved on o 3% agoróse gel. Frogment sizes ¡n base
poirs fbp) are indicated on the right.
D1SCUSSION
The OTOF gene contains 48 exons and encodes múltiple long
and shorl isoforms, owing to alternalive splicing combined
wiih ihe useof severa! transtatíon iniíiation sites.;" The first 19
exons are exclusive of Ihe long isoforms. The encoded protein,
otoferlin, belongs lo a family of mammalian proteins sharing
homology with Caerwrhabditis elegans fer-1. The members oí
this family, which also includes dysferlin and myoferlin, are
membrane anchored cytosolic proteins that contain six
predicted C2 domains, ihe íast four of which are expected to
bind Ca2 + . The otoferlin long isoforms also have six C2
domains, whereas the short isoforms just contain the last
three domains."" Before this repon, only four different
mutations in OTOF have been reponed, all of them homo-
zygous in the patients: Y1497X (formerly Y730X, referring to
ihe shorl isoforms), found in four unrelated, consangiiineous
families from northern Lebanon1*; 1VS24 + 1G>A (reponed as
IVS5 + 1G>A, in reference to the short isoforms) found in a
consanguineous Druze family"; IVS8-2A>G, found in a
consanguineous family from India""; and R217X, found in a
consanguineous family from Ihe United Arab Emirates.1" The
first two mutations affect both the long and the short
isoforms, the two others affect only ihe long isoforms. The
mutations reponed here, Q829X and H825A, are the first to
be found in a western population and in both consanguineous
and non-consanguineous families. They affect both the long
and the short isoforms. The P1825A mutation is the first mis-
sense mutation found in the OTOF gene. It alters a conserved
proline residue in the sixth C2 domain of [he long isoforms
(third in the shori ones), a domain thai is expected lo bind
Ca2+ (fig IC).'°This mutalion appcars lo be rare in thc Span-
ish population. [n conirast, Ihe Q829X mutation is responsable
for 12 of 270 cases (4.4%) of recessive )familial or sporadic)
prelingual deafness negative for connexin-26 mutations, and
about 3% of all cases of recessive prelingual deafness in the
Spanish population. This makes Q829X the thírd mosl
frequent mulation cau\ing recessive deafness in thc Spanish
popuLuion, and Stlggestl ii rdevant contribution of ihe OTOF
gene to prelingual deafness, sime other mutations may
remain undetected. Consequently, our laboratory has included
ihe detection assay for Q829X in ihe set of lests routinely per-
formed for the molecular diagnosis of deafness
Currently, we can provide a molecular genetic diagnosis for
about 40% of the Spanish families with recessive deaíness
who ask for a genetic study. The methodological approach
www.jniedgenef.com
50Ó letter
used in ihii wnrk hus praved lo be a usirful lool for thc disi i'. -
cry oí non-I. trft|iien[ mutalions in sniall famihes lis applica-
non lo ciiher genes for recessive deafness should contribuic t<i
finding a sdecied group of frequerí[ mmations whose rouiinc
diagnosis would W <[un.k and <.\is\. .illi nving us co tncreasc ihc
percentaje of diagnosed cases lo reach figures comparable to
ihoseof oiher pathologies.
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Abstract Hereditary non-syndromic sensorineural hear-
ing loss (NSSHL) is a genetically highly heterogeneous
group of disorders. Autosomal dominant forms accounl
for up to 20% of cases. To date, 39 loci have been identi-
fíed by linkage analysis of affected families that segregate
NSSHL fonns in the autosomal dominant mode (DFNA).
Investigation of a large Spanish pedigree with autosomal
dominant inheritance of bilateral and progressive NSSHL
of postlingual onset excluded linkage to known DFNA
loci and, in a subsequent genome-wide sean, the disorder
locus was mapped to 3q28-29. A máximum two-point LOD
score of 4.36 at 6=0 was obtained for marker D3S1601.
Hapiotype analysis placed the novel locus, DFNA44,
within a 3-cM genetic interval defined by markers D3S1314
and D3.S2418. Heterodupiex analysis and DNA sequencing
of coding regions and exon/intron boundaries of lwo genes
(CLDN16 and FGF12) in this interval did not reveal dis-
ease-causing mutations.
Introduction
Hearing loss is the most common sensory defect in hu-
mans. About 1/1000 children are affected by severe or pro-
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found sensorineural hearing impairment before speech ac-
quisition (prelingual deafness) and genetic causes are esti-
mated to be responsible for up to 60% of these cases
(Morton 1991; Marazita et al. 1993). On the other hand,
postlingual hearing loss is much more frequent, affecting
10% of the population by age 60 and 50% by age 80, re-
sulting in the progressive social isolation of the affected
individual (Petit 1996; Davis 1989). Mosteases of postlin-
gual deafness have a mult i factorial etiology that results
from a combination of genetic and environmental factors
but monogenic forms exist that follow a mainly autosomal
dominant mode of inheritance, representing about 10-
20% of all cases of hereditary non-syndromic sensorineural
hearing loss (NSSHL). Hereditary postlingual hearing loss
is u.sually modérate to severe and progressive and often
affeets a particular range of frequencies (Bom et al. 1999).
So far, more than 70 loci for non syndromic hereditary deaf-
ness have been described. Among them, 39 loci (DFNA I-
DFNA30, DFNA32-DFNA38, DFNA40 and DFNA41)
have been identified in familial cases with autosomal
dominant sensorineural hearing loss (ADNSSHL) and
17 genes have been cloned (Van Camp and Smith 2002).
In this study, we have identified a novel DFNA locus on
chromosome 3q28-29 in a Spanish family with postlin-
gual and progressive hearing loss.
Materials and methods
Nomenclatura
Gene symbols used in this anide follow the recommendalions of
the HUGO Gene Nomenclalure Committee (Povey et ai. 2001).
Family data
A five-generation family (S2S1) wilh a history of ADNSSHL was
ascertained ttirough ihe Hospital Universitario "Puerta del Mar",
Cádiz, in southem Spain. It consists of 40 members, 18 of whom
are affected (Fig. 1). Appropriate informed consent was obtained
from all study partidpants. Clinical evaluation was performed and
blood samples were colleeted from 27 family members. DNA was














































































































































































Fig. 1 Pedigree and haplotype analysis of the Spanish family S281. Black symboh repre- with hearíng loss in black. A thin Une belween Iwo segment bars indicates thal the marker
sent affecied subjects. Haplotypes are represented by han, with the haplotype associaied was not informative for mapping the recombination break point
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cluded as [he cause t>f hearing impairment. No syndromic features
were present. Otoscopic cxaminaiion and ihe use of tuning Ibrk
tesis rulcd ou! conduclive hearing loss. Pure-tone audiomelry was
performed to tesi for air conduciion (125-ROOO Hz) and bone con-
duclion (250-4000 Hz). Previous audiograms from palienls were
obtaintxl when possibte.
Genotyping and linkage analysis
A genome-wide screening was performed wiih 394 microsatelliie
markers distributed ai intervals of, on average, 10 cM (ABI Prism
Lmkage Mappmg Set 2, Applied Biosystems). Markers fui the ex-
clusión of al I known DFNA loci and lor the refinement of ihe cril-
ieal inlerval werc lakcn from (he Cénéihon human linkage map
(Dih el al. IWft) and from the Marshficld chromosome 3 map
(htlp://researeh. marshrieldclinic.org /geneties). The order of ihe
markers was established by integraiing genetic and physical maps
(NCBI. htlp://www.nthi.nlm.nih.gov).
Fluorescenlly labcllcd alíeles were analysed in an ABI PRISM
310 automated DNA sequencer (Applied Biosystcms, Foster Cuy,
Calif.). Linkage analysis was performed by using [he LINKAGE 5.1
software package (Lalhrop el al. 1985). Two-poini LOD scores be-
[ween \bc deafnesí locus and each marker were calculaled umlcr ;i
lullv penetran! autosoiruü dominant inode of inheritance, setting ihe
disease alíele frequeney to 0.00001 and considering marker alíele
frequencics as being cqual lo each other,
Candidate gene analysis
Primers were dcsigned for [he amplificaron of coding regions and
exon-intron boundaries of CLDN16 (MIM 603959) and FGF12
(MIM 601513). Polvmerii.se chain reaction (PCR) was performed
by standard procedures as previously dcscribed (del Castillo el
al. 2(K)J|) HeterodupLex analysis was cairied out in MDE gels
(BioWhillaker, Rockland, Me.) according to manufacturer's proto-
col. Scqucnccs ¡>í PCR produets were analysed in an automated
DNA sequencer ABI PR1SM 310 (Applied Biosystems).
Results and discussion
Clintcal features
Affected subjeets show bilateral, symmetrical and pro-
yrcssive sensonneural hearing impairment. Initially, the
hearing loss in this family is modérate, mainly affecting
!ow-mid Frequencies (125-2000 Hz); it later progresses,
involving all the frequencies (fíat audiometric profile). to
ii profound hearing loss in the sixth decade (Fig.2A). Lin-
ear regression analysis, based on all available audiojzrams
from affected subjeets, showed a 1.1 dB/year age-linked
progression of the 125-8000 Hz average hearing loss
(Fig. 2B). The onset of hearing toss was reponed to oceur
in the first decade of life (6-10 years of age) ín affected
members of the family. No evidence of either vestibular
dysfunction or occasional tinnitus was reponed in affected
subjeets of the family. Computer tomography sean analysis
of affected member 111:1 ruled out irmerearmalformations.
I.mkage analysis
Twenty-six members of ihe family were considered infor-
mative for linkage. Subject V:2 ís only 6 years oíd, below
Ind Age
V:7 • 8 y
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Fig. 2 A AudJograms showing ihe air conduction valúes obtained
from Uve different affected subjeets. Each graph point represents
the average heuring loss Fot the right and left ears. Younger mem-
bers show decreased hearing particuiarly ai low-mid frequencies,
whereas older subjecis present a fíat audiometric profile. B Plot
depicting average hearing loss valúes (obtained from al¡ available
audiograms) venus age l'rogression of (he hearing loss was ealcu-
lated by linear regression and expressed as annual ihreshold dete-
rioration of all frequencies in dB per year {ATD)
the age of onset, and therefore she was not included in the
linkage analysis.
Initially, we tested the family for linkage to all described
loci responsible for ADNSSHL. In all cases, negative re-
sults were obtained tndicaling the involvement of a novel
locus responsible for the hearing loss in this family.
Therefore, a genome-wide sean was performed with a set
of 394 microsatellite markers, wilh an average spacing of
lOcM. Evidence of linkage was found to marker D3S1601
(máximum two-point LOD score of 4.36 at 9=0.000) in
chromosomal región 3q28-29. TTie family was ihen geno-
typed for additional markers flanking D3S1601 in order to
confinn linkage and for fine mapping of the genetic inter-
val, resulting in significan! LOD scores al 9=0 for mark-
ers D3S1288, D3S2455 and D3S3663 (Table 1). Exten-
sive alterations of the disease gene frequeney or the alíele
frequencies o\ microsatellite markers did not change the
conclusions of the analysis, The position of the novel deaf-
ness locus, DFNA44, was delimited by haplotype analysis.
This analysis revealed two key recombination events be-
tween D3S1314 and D3S1288 in individuáis 111:6 and 111:7
on the centromeric side locating DFNA44 telomeric to
marker D3SI314, and a crossover between D3S3663 and
27
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D3S2418 in individual V:3, on the telomeric side, mapping
DFNA44 centromeric to D3S2418. Thus, DFNA44 lies
within a critical interval of about 3 cM between marker
D3S1314 on the proximal side and D3S2418 on the distal
side (Fig. 1).
Candidate gene analysis
The DFNA44 critical interval established above spans a
physical distance of about 2 Mb. Few known genes
(CLDN16, ILIRAP and FGF12) have so far been identified
in this interval (Fig.3). No genes for syndromes involving
hearing impairment have been mapped to this chromo-
some 3 región. The human chromosome región contain-
ing DFNA44 shares conserved synteny with a fragment of
mouse chromosome 16 but no mutation causing hearing
Fig.3 Physical and genetic maps of the DFNA44 critical interval.
CE/Vcentromere, TEL lelomere. CLDNI claudin I (MIM 603718).
CLDNI6 claudin 16 (MIM 603959). ILiRAP inlerleukin 1 recep-
tor associated protein (MIM 602626), FGFI2 fibroblast growth
factor 12 (MIM 601513)
impairment in mouse mutants has been mapped to this
región. Based on a candidate gene approach, CLDNI6
(MIM603959) and FGF12 (MIM601513) were selected to
be studied. The first gene. CLDNI6, that codes for the
tight junction protein clauciin-16 (Simón et al. 1999) was
considered a putative candidate since: (1) another claudin
family member, claudin-14, is responsible for a recessive
form of deafness, DFNB29 (Wilcox et al. 2001) and (2)
tight junctions play a major role in the cochlea, compart-
mentalising endolymph and providing structural support
for the auditory neuroepithelium (Furuse et al. 1998). Het-
eroduplex and sequence analysis of the five exons from
CLDN16 only revealed an insertion/deletion mutation
(165_166delGGinsC). This frameshift mutation would gen-
érate a premature TGA stop codon in exon 1. This change
was detected in heterozygosity only in one affected subject,
III: 1, and in two normally hearing members, 111:8 and IV: 1,
and so it was not considered to be responsible for the hear-
ing loss, as it did not segregate with the disorder in this
family. This complex mutation had been first reponed in
homozygosity in recessive forms of familia! hypomagne-
saemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis resulting
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no signs of kidney disease have been reponed, so the sub-
jects III: 1,111:8 and IV: 1 seem to be just coincidental car-
riers of'this mutation.
FGFI2 (also known as FHF-I) is a fibroblast growth
factor (FGF) homologue involved in nervous system de-
velopment (Smallwood et al. 1996). Although its expres-
sion in the inner ear has not been reported so far, several
FGF famüy members have major roles at different stages
in inner ear development (Pickles et al. 2002), thus mak-
ing FGFI2 a candidate. FGF12 is encoded by five exons.
Two FGF 12 human isoforms have been described, which
are generated through the use of two altemative transcrip-
tion start sites (Muñoz-Sanjuan et al. 2000). Heteroduplex
and sequence analysis of both isoforms did not reveal the
disease-causing mutation.
Additionally, in order to find further putative candidates
in the critical interval, inner ear expressed sequence tags
(ESTs) were sought in the Morton Cochlear EST Datábase
(http://hearing.bwh.harvard.edu/cochlearcdnal ibrary.htm).
Subsequent BLAST analysis rendered no matches within
the DFNA44 interval. The critical interval also contains
several poorly characterised genetic locations (LOC), with
hypothetical homology to known genes, and several pre-
dicted genes of unknown function (NCBI resources), so
progress in identifying the DFNA44 gene will depend on
the isolation of candidate cDNAs from the critical inter-
val.
The addition of this novel locus responsible for autoso-
mal dominant hearing impairment to the broad catalogue
of previously described loci supports the vast genetic het-
erogeneity underlying this disorder. The recombination
events in this family have allowed us to narrow the criti-
cal interval to 3 cM, which should facilitate the identifica-
tion of the responsible gene. It should also contribute fur-
ther to our understanding of the inner ear.
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DFNA49, a novel locus for autosomal dominant non-
syndromic hearing loss, maps proximal to DFNA7/DFNM1
región on chromosome Iq21-q23
M A Moreno-Pelayo*, S Modamio-Heybjor*, A Mencía, I del Castillo, S Chardenoux,
M Fernández-Burnel, M Latfirop, C Perit, F Moreno
J Meé Genef 2003,40:832-836
Approximaicly 1 ín 1000 childien is born with a scriouspermanent hearing impairmenl (pre-lingual deafness),and ti is estimated that more ihan half of these cases in
dcveloped countries are duc to geneiic faciors.'"1 The
prevalence of hearing Jcss increases dramatically with age:
ii is estimated that approximateíy 5% of pcoplc under
45 ycars of age havL* a significan! loss of hearing, incrcasing
to approximateíy 50% by 80 years of age' Age relaied late
onset hearing ¡oss (prcsbycusis) is a hctcrogcncous trait with
many suspected causes.'1 Gcnctic or cnvironmcntal factors
such as diabetes, mitochondrial mutations, or cnvironmcntal
noise exposure may contribute to thc trait. ln addition,
liearini; loss beginning at laic childhood, youth, or later,
dcarly segregates as a monogenic autosomal dominant
Mcndclian trait in many familics. Thc hearing loss phcnotypc
in these familics is usually non-syndmmic—that is, thc
hcaring loss is nnt assocíated with oihcr anomalies, and it
accounts lor up to 20% of the cases of non-syndromic
scnsorincural inherited deafness. This typc of hearing loss is
usually progressive, affecting a particular range of frequen-
cics in cach case.' To date, 36 loci for autosomal dominant
non-syndromic sensorineural hearing loss (ADNSSHL) have
bcen mapped, and 17 deafness genes froni these loci have
bcen identified.* These genes encode a wide varicty of
proteins; somc have known funetion but for most, thc
undcrlying mechanisms kading to hearing impairment are
uncertain. Given thc few described mouse models for
progressive hearing loss.7 our current understanding of
post-lingual and progressive deafness relies on the identifka-
lion ü( genes ihmugh human mapping Studles, ln ihis work
we describe thc mapping of a novel DFNA locus on
liimmosomc tQ2 1 —q23 segregating in a Spanish family wiih
post-lingual and progressive hearing loss.
PATIENTS AND METHODS
Family data
Wc ascertained a four gencration family (S277) segregating
ADNSSHL, (hrough the Hospital Universitario Materno
Infantil. Thc pedigree consists of 31 members, fourtcen of
thcm affected (fig 1|. Informcd consent was obtained from
all study participants and from parents of subjeets younger
(han 18 years. Clinical history interview and physical
examinatíon of members of this family rulcd out environ-
mcntal factors as the cause of thc hearing loss. Periphcral
blood samplcs wcrc collcctcd from 27 family members and
DNA extraction was performed following standard methods.
Tympanomeiry indicated proper functioning of the muidle
car, and acoustic rellcx threshnlds showed the presente of
recruimicm in alleeied subjeets. Clinical and instnimcntal
evaluation did not reveal any evídence of syndromic features.
Puré tone audiometry was performed to test for air conduc-
tíon (125-aoOO Hz> and bonc conduction (250-4000 H2).
Key points
Autosomal dominant inheritance accounb for about
20% of ifie cases of hereditary non-syndromic sensor-
ineural hearinq loss (NSSHL) —(fíat is, hearing loss not
assoáalecl witfi olfier clinical features. So far, 36 loci
have been mapped in familial cases tfiat segregóte
autosomal dominant NSSHL |DFNA), and 17 genes
have been identified.
Here we report the location of a novel autosomal
dominant deafness locus on Iq21^q23, DFNA49,
found by studying a large Spanísh family with non-
syndromic, progressive mid-frequeney hearing loss of
post-lingual onset. A máximum !od score of ó.02 at
9 - 0 was obtained for markers D1S3784 and
D1S3785. Analysis of recombinant haplorypes placed
the deafness locus witfiin a 4 cM región defined by
markers GDB: 190880 and D15378Ó.
This genetic interval ís proximal to and does not
overlap with tfie previously ¡dentified loci, DFNA7 and
DFNMl,on Iq21-q23.
Screening of candidato genes within the DFNA49
¡ntervol {KCNJ9, KCNJ10, ATP1A2 and CASQ1) did
not reveol the mutation causing this deafness.
Whcrc possiblc, results from previous audiological tests wcrc
collcctcd.
Genotyping and linkage analysis
A wide gciuime sean was pcrlormcd with 394 microsateliitc
markers distributed wiih an average spacing of 10 cM (AB1
Prism Linkage Mapping Sct 2; Applied Biosystems, Fostcr
City, CA. USA). Markers for thc exclusión of all known DFNA
loci and for fine mapping of thc critical interval wcrc takcn
from ihe Généthon human linkage map" and from thc
Marshíleld chromosome I map (http://rescarth.marshlield-
clinic.org/genetics}. Additional short tándem repcats (STRs)
in thc DFNA49 región were identified by inspection of
publidy availablc sequence data (NCBI: http:/rtvww.
ncbi.nhn.nih.gov). Flanking primers wcrc designed for
polymcrase chain rcaction (PCR) amplificaron of these
Abbreviationi: ADNSSHL, autosomol domlnant non-syndromic
iensorineural hearing loss; NSSHL, non-syndromic jensorineural




STRs. The ampiícons werc confirmed to be polyrnorphic
microsatcllite markcrs and dcpositcd inio the GDB datábase
(http://www.gdb.org), being assigned the following D num-
bers: D1S378O(GDB: 11511382), D1S3783 {GDB: 11511388),
D1S3784 (GDB: 11511390). D1S3785 (GDB: 11511392), and
D1S3786 (GDB: 11511394). The order of markcrs used in this
work was establishcd by integrating genctic and physical
maps (NCBI).
Fluorcsccntly labclled alíeles were analysed in an AB1
Prism 310 automated DNA scqucnccr (Applied Biosystcms},
Linkage analysis was performed using the Linkagc 5.1
software packagc.' Two point lod scores bctwecn the dcafness
locus and each marker were calculated under a fully
penetrant autosoma! dominant rnodc of inheritance, setting
the discase alíele frequeney to 0.00001 and considering
marker alíele frequencies to be equal to cach other.
D N A i e q u e n c í n g a n a l y s i s
Four candidatc genes, KCNJ9 (M1M600932), KCNJ10
(M1M602208), ATP1A2 (MIM182340) and CASQl
(MIMI14250) in the DFNA49 intcrval wcrc screened by
heteroduplex anaíysis and direct sequencing of PCR producís
generated from genomic DNA of affected subjeets. Primers
werc designed to amplify each exon and adjacent intron-exon
boundarics. PCR was performed by standard procedures as
previously dcscribed.1" Heteroduplex analysis was carried out
in mutation detection enhancement gels (BioWhittakcr,
RockJand, ME, USA) according lo the manufacturéis
protocol. Sequcnces of PCR produets were analysed in an




Affected subjeets of the family present a symmctrical,
bilateral, and progressive nonsyndromic sensorineural hear-
ing loss. The hcaring loss appears in the first decade of life in
affected members. The earliest clinical evidente of hearing
loss in the family was obtained from individual 111:12 at the
age of 8 years. Initially, the hcaring loss in this family is
modérate for ¡ovv and mid frequencies and mild for high
frequencies (4000-8000 Hz), so ihe affected members show
in this stage a gently upsloping audíometric profile. Latcr, it
progresses to modérate in the 125-250 Hz and 4000-8000 Hz
ranges and to severe in the 500-2000 Hz range (U shaped
audiometric profile) in the fourth decade. Linear regresskm
analysis, based on all availablc audiograms from affected
subjeets, showed a 0.7 dB/ycar age linked progression of the
hcaring loss at all frequencies. Affected subjeess oí the family
did not cxhibit either tinnitus or clinical fcatures suggestivc
of vestibular dysfunction.
Linkage analysis
Linkage to previously published loci rcsponsiblc for auto-
somal dominant deafness (DFNA) was invcsügated in a core
pedigree of 26 persons (subject IV:3 is 20 months oíd, clearly
below the age of deafness onset, and therefore he was not
induded in the linkage analysis) obtaining negative rcsults. A
wide genome search was then performed to map the deafness
locus, using a set of 394 microsatellitc markcrs with an
average spacing of 10 cM. Interestingly, the two point lod
scores obtained for markers D1S498 (3.01 at theta = 0) and
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Figure I Pedigree and haplolype analysis of trie Spanish family S277, Black symbols represen) affected subjeds Haplorypes are represenred bybors,
withttiehaplotypeassociatedwirh hearing loss in black. Ar rhe time of ¡fie study affecíed subjeers 111:12,111:1 1, 111:10,111:9 and 111:8 were 8, 14, 15, 17






















































Figure 2 Physical and generic maps of (he chromosome Iq21-q23 región sbowing the iocalisation of DFNA49 and DFNA7/DFNM1 critical
¡ntervals. oM, cenhmorgan, kb, kilotase. KCNJ9 (OM1M #600932); KCNJ10 |0MIM #602208|, ATP\A2 (OMIM #182340) and CASQ1 (OMIM
#114250) For clarity, rhe generic ond physico dislances are nol represenred lo sede.
wcre suggcstivc of linkage to this región (fig 2). Wc then
tested additional markers spanning this región, and evidence
of linkage to markers D1S3780, D1S3783, DI SI 167, and
D1S2707 wüs found, wiih máximum two poini lod scores of
6.02 al íheta = 0 for markers DlS3784and D1S3785 (tablc 1).
Extensivo alterations of thc discasc pene Frequency or tho
alíele frequencics of microsatcllitc markers (iid nol change
the conclusions of ihc analysis. Thc inspettion of recombin-
ant haplolypcs in subjeets Iir.9 and 11:8 placed the hearing
loss locus between the iiroximal marker GDB: 19088Ü and thc
dislal onc D1S3786, whieh define a crítica] intervai of aboul
4 cM for thc novel locus, DFNA49 (fíg 1 and 2). All the
patients in the family sharc thc same discasc haplotypc,
which is also carricíi by thc 20 month o)d child IV:3- Pcriodic
audiometric examination of this subject will be perfornied to
precisely determine when thc hearing impairment begins in
ihis family.
Anolher dominant locus for hearing loss (DFNA7) was
mapped to a 22 cM región on Iq21-q23 bctwccn DISKH and
D1S466 in a Norwegian family" (fig 2). The DFNA7 intervai
h.is bcen reponed to indudc thc DFNM1 locus, a dominant
modificr that suppresses thc DFNB26 phenotypc." The
DFNA7/DFNMI región had prcviottsly been exeluded for
linkage in our family. As shown in íig 2, a genctic distance of
6 cM sepárales this inlcrval and the onc defined for DFNA49.
It should also be noted th.i! thc audiometric response
associated with DFNA7 and DFNA49 in ihe rcporlcd famiücs
is clcarly different. DFNA7 patients show a sharply sloping
audiogram affecting the high frequencies, instead nf the U
shaped audiometric pattern found in thc DFNA49 affected
subjcits.
Candidate gene analysis
No genes for syndromic deafness nave been mapped to
DFNA49 critical intervai. This intcrval spans 0.9 Mb and
indudes 23 known genes and severa! predicted or poorly
diarailerised t;enes according lo thc aiinoiaiion in the NCBI
datábase, Of these, wc sclcctcd ATP1A2, CASQ1, KCNJ10 and
KCNJ9 for screcning of mutations (fig 2).
ATP1A2 comists of 23 exons" and cncodes thc NaK-ATPasc
i2 subunit, which is rcsponsiblc for thc caialytic activity of
the enzyme. In mouse cochlea, thc i2 isoform is expressed in
ihc ípiral structures: ligament, limbus, and ganglion", where






























































































































and maintenance of ihc fluid and clectrolyte balance. CASQI
has 11 exons1' and codes for calsequestrin, a calcium binding
prolcin found in thc cytoplasm of outcr hair cclls whcrc it is
ihought to store and release calcium from membrane bound
intraccllular storage sites." Calcium is believed to play a
major signalHng role in outer hair cells by controlling
metabolism, cytoskclctal integrity, cell shape, and ccll excit-
ability. KCNJ10 consists of two exons" and encodcs an
inwardly rectifying K-t- channel subunit that is strongly
expressed in thc cochlear stria vascularis, where it is crucially
involved in the generation of the endocochlcar pote-ntial," "
and in thc satcllite cclls that surround thc ncurones and
axons of thc cochlear and vestibular ganglia.J" Knockout micc
ÍOTKCNJIO present a profound deafness and severe structural
degencration of thc cochlca.21 " KCNJ9 has threc exons" and
codos for a K+ channel with structural and functional
similarity to KCNJ10," although its expression has not becn
reported in thc inner car so far.
The exons and flanking regions of thc four genes wcrc
invcstigalcd by heteroduplex and DNA sequencing in two
affected subjeets (1:1 and 11:2). Thcse analysis only rcvcalcd
thc non-pathogenic polymorphisms, 1097T—s-C in exon 3 of
KCNJ9 (NCBI SNP cluster id: rs300I040) and the IVS]-
84T-^ >C intronic chango in KCNJ10, which was present in
scvcral control individuáis with normal hcaring. This last
polymorphism allowcd us to verify the presence in affected
subjeets of the lwo tntact copies of KCNJ10 exon 2, which
inchidc thc cnlire coding región, so exeluding ihe deletion of,
or insertions in, this exon as thc cause of deafness (data not
shown).
Rcports of more familics with hearing déficit linkcd to
DFNA49 may enablc a further refincment of ihe critica!
imcrval facilitating thc identification of thc responsable gene.
We are now searching for novel candidato genes at thc
DFNA49 intcrval.
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SuscepHbility to Crohn's disease may lurk in enzyme mutation
Aprcliminarv' ítudy of gcnctic polymnrphi'ims affcrting transforming cnzymcs in thcgut has singlcd out for thc first time microsomal epoxide hydrolasc as a líkclycandididate for susceptibility to Crohn's discasc (CD>.
Homozygous Tyr 113 substitution for His 113 in exon 3 of thc microsomal epoxide
hydrolasc (EPXH) gene was thc only onc of beven varianis in a series of genes coding for
detoxifying enzymes with a significantly hlgher frequeney in patients with CD than controls
(47% v 21%, rexpL-uively). Tyr,T"yr gcnotypc was also more common within the paticnt group
than in thc control groii]) (alíele frequeney 0.67 v 0.61, respcctivcly), and thc odds of having
the Tyr 1! 3 alíele wcrc almost ihrcc times higher. This varianí and another, in exon 4 of the
vuiiL' gene, wcrc not associatcd with disease site, discasc onset, fistuLis, or history of bowel
reseciion.
Thc variants wcrc idcnttfied by PCK-RFLP (restriction fragment Icngth polymorphism).
Thcy included thosc in cytochromc P-450 1A1C (CYPÍA1 3' flanking región, QYPiAi exon 7);
ghuathionc S-transfcrascs mu-1, pi-1, and thcta-1 [GSTM1, GSTP1. GSTTI); and epoxide
hydrolascs {EPXH) in exons 3 and 4. Screening was performed on 15! consccutivc
outpatients at a hospital clinic in thc Ncthcrlands and age and scx matched hcalthy tontrols;
all wcrc Caucasian.
Reactive oxygcn specics and their toxic metabolitcs havc bccn implicated in inflammation
of thc gut in CD. Detoxifying enzymes, such ns glutathione S-transfcrascs and epoxide







A novel locus for autosomal dominant nonsyndromic
hearing loss, DFNA50, maps to chromosome 7q32
between the DFNB17 and DFNB13 deafness loci
S Modamio-Hoybjor, M A More no-Pe I ayo, A Mencia, I del Castillo, S Chardenoux, D Moráis,
M Larfirop, C Petit, F Moreno
J Med Genet 2004,41 el 4 (hrtp://www.¡medgenel com/cgi/content/fuil/41 /2/eU). doi: 10 1136/jmg.2003.012500
Progresivo hearing loss is a significant problcm in al]ageing populations. By che age of SO ycars, ncarly 50% ofindividuáis have hearing loss that impairs thcir ability to
communicate easily, lcadíng to increasing social isnlation.
Progressive hearing loss in middle and late aciulthood is
considered multifactorial, with involvement of both genetic
anri cnvironmental factors.J In contrast, childhood or
adolesccnt hearing loss is often inherited as an autosomal
dominant Mcndelian trait. representtng about 20% of M
UT.CS of hereditary nonsyndromic scnsorineural hearing
impairmem (NSSHI). Postlingual inherited deafness is
usually modérale to severe and progressive, and it often
affeets a particular range of frequencies.'
Hereditary deafness has praved cxiremcly heterogencous
gcnctically; more than 40 loci have bcen mapped for
autosomal dominant (AD) NSSHI, and 17 deafness genes
froin these Irai have been ideniified to date.' Unkage analysis
using largc pcdigrccs is a useful tool for mapping and
identifying novel deafness genes, a kcy step for improving our
current understanding of auditory funcüon Hcrc wc describe
the localisation of a novel DFNA loctis on chromosome 7q32,
involving the study of a Spanish family with postlingual and
progressive hearing loss affecting all frequencies.
PATIENTS AND METHODS
Family data
A Rve gencration family (S403) with a history of ADNSSHI
was identiñed through the Hospital Universitario de
Valladolid, Spain. The pedigrec consisted of 74 members, 37
of whom wcre affected (fig 1 >. Appropriatc informed conscnl
was obtained from all partidpants of the study and from
parents of subjeets younger than 18 years. Climcal evaluation
was carried otn, blood samplcs werc collccted from 55 family
members, and DKA was extracted by standard technlques.
Environmental factors wcrc exdudcd as causes of hearing
impairment. No syndromic features wcrc present.
Tympanometry with acoustic rcflex tcsting indicatcd proper
functioning of the middle car. and pLirc tone audiometry
was perfonned to test for air conduction (250-8000 Hz) and
bonc conduction (250-iüOO Hz). Previous audiograms werc
obtained where possiblc.
Genotyping and linkage analysis
A genonie wide serecning was performed with 394 micro-
sau'llite markers distríbuted with an average spacing of 10
cM (ABI Prism Linkage Map¡)ing Set 2, Applied Biosystcrns,
Fosier City, CA, USA). Markers for the exclusión of ,ill
known DFNA loci and for fine mapping of the critical ¡nterval
were taken írom the Gcnéthon human linkage map' and
from the Marshficld chromosome 7 map (http://rcscarch.
inarshfieldclinic.org/genetics). An additional short tándem
repeat (STR) in the DFNA50 critical intcrval was idenlified by
Key Points
Nonsyndromic sensorineural hearing impairment
(NSSHI) is fhe most common form oF genetic deafness.
Approximately 20% of cases segregóte as autosomal
dominant (AD) traits, for which about 40 DFNA loci
have been mapped and 17 genes have been
¡dentífied, making ADNSSHI an extremely heteroge-
neous disorder.
In tnis study, we report the mopping of a novel
autosomal dorninant deofness locus on 7q32,
DFNA50, by studying a large multigenerational
Spanish family segregating postlingual ond progres-
sive ADNSSHI affecting all frequencies. A máximum
LOD score of 10.66 al G = 0 was obtained for marker
D7S530. The analysis of recombinant haplotypes
locoted DFNA50 within a 3.8 cM región delimited by
markers D7S1875 and D7S2519.
Four deafness loci (DFNB14, DFNB4, DFNB17, and
DFNB1 3) were previously mapped to chromosome 7q,
but their genetic intervaís do not overlap with tfiot of
DFNA50, which ¡s located 3.8 cM distal to DFNB17
and 13.7cM proximal to DFNB13.
Sequencing of two candídate genes, SMOH and
UBE2H, wiltiin ihe DFNA50 ¡nterval did not reveal
the cause of deafness in this family.
inspection of publicly available scqucncc data (NCBI,
http://www. ncbi.nlm.nih.gov). Flanking primers were
dcsigned for PCR amplificaron of this STR. The amplicon
was confirmed as a polymorphic microsatellitc marker and
deposited into the GDB datábase (http://www.gdb.org),
being assigned the number D7S3304 (GDB:1151 ¡396). The
order of markers used in this work was cstablishcd by
integrating genetic and physical maps {NCBI, http://
wwiv. ncbi.nlm.nih.gov).
Fluorescenlly labelled alíeles werc analysed in an ABI
PRISM 310automatcd DNA scqucnccr (Applied Biosystems).
Linkage analysis was performed using the LINKAGE 5.1
software packape." Two point LOD scores between the
deafness locus and each marker wcrc calculated under a
Abbreviatíons: NS5HI, nonsyndromic sensorineural hearing
impairment; AD, aufosomal dominant; STR, short tanciem repeat
¡medgenet rom
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Figure 1 Pedigreeand hoplotype analysis of the Sponish Family S403. Black symbois representaffected subjecls Haplotypes are representad bybars,
with the haplolype associated w¡tti tfie hearing loss ¡n black. Tne ages of youngesl individuáis are indicalea below the haplotype-
fully penetran! aulosomal dominant modc of inheritance, DNA sequencing analysis
setting the diseasc alíele frequeney to 0.00001 and consider- Primcrs wcrc dcsigned for the amplificado] of coding regions
ing marker alíele frequencies cqual to cach other. and exon iniron boundaric of the SMOH (MIM 601500) and
www, jmedgenet. com
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UBE2H (MIM 601082) genes. PCR was performed hy
standard procedures as previously dcscribed.7 Heteroduplex
analysis was carrícd out in MDE gels (BioWhittaker,
Rockland, ME, USAJ according to thc manufacturcr's
protocol. Sequenccs of FCR produets werc analysed in an
automated DNA scqucnccr ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems).
RESULTS AND DISCUSSION
Clin Lea I features
Affectcd famlly members siíowed .i bilateral, symmctrical,
progressive NSSHI. Thc eafliest clinical evidence of hcaring
loss in thc family WJS obtained for subjeets V:7 and V:9, at
thc age of 12 years. Initially thc hcaring loss was inild,
affecting all frequencics, but it tater progressed to severe or
profound in the seventh decade (fig 2), Linear regression
analysis, based on all available audiograms of affectcd
subjeets, showed a 1.2 dB/ycar age linkcd progression of
thc hcaring loss at all frcqucncics (data not shown). No
evidence of vestibular dysfunction was found in affectcd
subjeets. Paticnt 111:12 rcfcrrcd to episodcs of bilateral
tinnitus.
Linkage onalysis
For linkage analysis, 52 members of the family werc
considered informative. Subjeets V:3, V:8, and V: 12 wcrc
only 10, 6, and 7 years oíd, respcctivcly, below thc age of
onset of thc hearing loss ¡n thc family, and theréfoie thcy
were nol included.
Initially, wc tcsted thc family for linkage to all dcscribed
loci responsibie for ADNSSHI, using the markers listed in the
Hereditary Hearing Loss Homepage in cach case.1 In all cases
negative results wcrc obtained, indicating thc involvement of
.i nove] loáis responsibie for thc hcaring loss in thís family.
Therefore, a genome wide sean was periurmed to map the
deafness IOLUS, using ¿ set of 394 microsatellite markers with
an average spacing of 10 cM. Significan! linkage was found
only to marker D7S530 (máximum two poinf LOD scorc of
10.66 ai 6 = 0) on ehromosome 7q32 (fig 3). To confirm
linkagc, the family was then genotyped for markers flanking
D7S53O. Significant LOI5 scores at 9 = 0 wcrc found for
markers D7S3JO4, D7S461, and D7S2544 (table I). Extcnsive
alterations of thc discasc gene froqueney or thc alíele
frcqucncics of microsatellite markers did not change thc
conclusions of thc analysis. Thc position of trie novel
dcafness lociis, DFNA50, was dclimitcd by analysis of thc
v;
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figure 2 Audiograms showing tfie air conduction valúes obtained fram
six differeni affected subjects Each graph point represenhs íhe average
hearing loss for hhe right and left ears.
recombinant haplotypes in subjeets 111:11, 111:12, and IV:9.
This analysis placed DFNA50 betweén thc proximal marker
D7SI875 and thc distal marker D7S2519, which define a
critica! intcrval of 3.S cM (figs 1 and J).
Fonr recessive loci for hcaring impairment, DFNB14,"
DFNB4,*11 DFNB17," and DFNB13" map to ehromosome
7q. As shown in fig 3, thc DFNA50 critical intcrval does not
overlap with those from the previously mapped loci, and it is
localised 3.8 cM distal to DFNB17 and 13.7 cM proximal to
DFNB13.
Candidote gene analysis
No genes for syndromic dcafness are located within the
DFNA50 critical interval. Thc human ehromosome región
contaíning DFNA50 shares conserved synteny with a
segment of motise ehromosome 6, but no mutation causing
hcaring impairment in micc has been mapped to this región.
This interval spans a physical distance of about 2,2 Mb, and
íncludcs 21 known genes and a series of predicted or poorly
charactcriscd genes according to thc annotation in thc NCB1
datábase (http:/Avww.nebi.nlm.nih.gov/mapvicw/). Using a
candidate gene approach, UBE2H (MIM 601082) and SMOH
(MIM 601500) werc sclcctcd for our screening of mutations
( f lg 3 ) .
UBE2H is expressed in human cochlea (Unigene elustcr,
Hs.372758) and tonsists of 7 cxons.M It encodcs thc
ubiquitin conjugating enzymc E2H. This dass of enzymcs is
involved in a major pathway for protein degradation in
cukaryotes, by catalysing thc covalcnt attachmcnt of ubiqui-
tin to defined lysinc residues of proteolytic substratcs. This
forms ubiquitin protein conjuntes that are degraded by thc
26S protcasomc. Ubiquitin conjugation is highly selective and
is required for a varicty of cellular funclions, such as DNA
repair, cell eyele progression, and hcat shock resistanec.""'7
The E2H cnzymc is capable of ubk]uitinating histones in thc
laboratory." Although Shc functional role of E2H in thc
cochlea remains uncertain, functional altcration of thc
ubiquitin pathway has been Lmpücated in the jetiology of
neurodegenerntion.'8 Furthcrmorc, expressinn of UBE3B,
another member of thc ubiquitin ligase family, is highly
induced immediately after noise trauma in thc chick basilar
papilla,'"
It has been reponed that SMOH, a human homologue of
thc Drxophüa Smo gene, is expressed in thc cochlea (Unigcnc
elustcr, Hs. 197366). This gene, consisting of 12 exons,2"
encodcs the iransmembranc protein smoothcncd (Smo) that
mediatos the cellular response to thc Hcdgchog signalling
molecule, a key agent in patteming numerous types of
tissucs.11 It has been documented that Hcdgehog signalling is
required fnr I he corred morphogenesis of ihe inner car, a
complex process wherc inductive signáis are necessary to
transform thc simple otic placodc into the auditory and
vestibular components of thc inner car."'"
Screening for mutations in thesc two genes was per-
formed by heteroriuplex analysis and DNA sequencing of
thc exons and flanking regions in thc affectcd subject
111:8. This analysis only rcvcalcd three silent polymorphic
ehanges in thc SMOH open rcading framc: 1137OA in
exon 5; 1I64C>G in exon 6 (NCBI SNP clustcr id:
rs2703092); and I722T>C in exon 10 (NCBI SNP clustcr id:
rs20¡6607).
Mapping of thc novel DFNA50 locus further confirms thc
great genctic heterogeneity underlying thc atitosoma! domi-
nant forms of hereditary dcafness. Reports of more families
with hcaring impairment linkcd to this novel locus should
contribute to thc identification of thc responsibie gene,
providing insights into thc auditory function and the
molecular pathophysiology of age rclatcd hcaring loss.
|medgenet.com









Figure 3 Pnysicol andgenetie maps of fríe 7q31-36 chromosomal región showing rhelocalisalion of DFNA50and DFNBl 4, DFNB4, DFNBl 7, and
DFNBl 3 crifical intervals. cM, centimorgan; Mb, negábase; Kb, kilobase; SMOH, (MIM 601500}; and UBE2H, |MIM 601082]- Forctarity, the genetíc
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PREVALENCIA DE LA MUTACIÓN A1555G EN EL ADN
MITOCONDRIAL EN PACIENTES CON PATOLOGÍA AUDITIVA
O VESTIBULAR DEBIDA A LA OTOTOXICIDAD
DE LOS AMINOGLUCÓSIDOS
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RESUMEN
O bjetivos: determinar la frecuencia de la mutación A1555G del afectación vestibular, sin hipoacusia. Los 36 individuos restantes pre-
genoma mitocondnal en pacientes españoles con ototoxicidad sentaban daño coclear. Se realizó la detección de ia mutación A1555G
por aminoglucósidos. Pacientes y métodos: se estudiaron 25 mediante técnicas de diagnóstico molecular, Resultados; se identificó la
casos independientes, con un total de 39 individuos con patología audi- mutación A1555G en todos los individuos de las 4 familias con daño
tiva o vestibular causada por la ototoxicidarj de los aminoglucósidos. De auditivo por ammoglucósidos y en 6 de los 8 individuos con historia fa-
ellos, 18 pertenecían a 4 familias no relacionadas con historia de ototo- miliar de hipoacusia. Ninguno de los casos esporádicos portaba la mu-
xicidad por aminoglucósidos en más de un miembro de la familia. 8 su- tación. Conclusiones: una alta proporción de los pacientes con daño
jetos pertenecían a 8 familias en las que había otros miembros con hi- auditivo debido a la ototoxicidad de los aminoglucósidos y Que tienen
poacusia sin exposición a aminoglucósidos, y 13 eran casos antecedentes familiares de hipoacusia (relacionada o no con ototoxici-
esporádicos. Entre los 13 casos esporádicos, había 3 pacientes con dad) portan la mutación A1555G.
P A L A B R A S C L A V E : Ototoxicidad. Aminoglucósidos. Hipoacusia. Mutación A1555G. Genoma mitocondrial.
ABSTRACT
P R E V A L E N C E O F T H E A 1 5 5 5 G M U T A T I O N IN T H E M I T O C H O N D R I A L D N A IN P A T I E N T S W I T H
C O C H L E A R O R V E S T I B U L A R D A M A G E D U E T O A M I N O G L Y C O S J D E - I N D U C E D O T O T O X I C I T Y
O bjective. to determine the frequency of the A1555G mutation sporadic cases, there were 3 patients with vestibular involvement. De-
in the mitochondrial genome among Spamsh patients with tection of the A1555G mutation was seen by mean of techniques for
aminoglycoside-induced ototoxicity Patients and methods: we molecular diagnosis. Results: the A1555G mutation was ¡dentified in all
screened 25 unrelated cases, totalling 39 individuáis with cochlear or of the individuáis from 4 families with aminogtycoside-induced cochlear
vestibular damage due to aminogfycoside-tnduced ototoxicity. This damage and in 6 of 8 individuáis with familial hearing loss. None of the
group was made up of 18 subjects from 4 unrelated families with a his- sporadic cases camed the mutation, Conclusions: a high proportion of
tory of aminoglycoside ototoxicity in more than one reiative, 8 subjects patients with cochlear damage due to aminoglycoside ototoxicrty and
from 8 families that also had other relatives with hearing loss in absen- havmg a familial history of hearing loss, related or not to aminoglycosi-
ce of aminoglycoside exposure, and 13 sporadic cases. Among the 13 de exposure, harbor the A1555G mutation.
K E Y W O R D S : Ototoxicity Aminoglycoside. Hearing loss A1555G mutation. Mitochondrial gertome.
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INTRODUCCIÓN
Los aminoglucósidos son antibióticos bacterici-
das que actúan produciendo errores en ia síntesis
de proteínas al unirse selectivamente al RNA ribo-
sómico (rRNA) 16S bacteriano1. Aunque la admi-
nistración de dosis elevadas de aminoglucósidos
durante periodos prolongados de tiempo produce
ototoxicidad en la mayor parte de los individuos,
existe un componente genético que determina una
mayor susceptibilidad al efecto ototóxico de dosis
bajas de estos antibióticos2. La mutación A1555G
en el gen del rRNA 12S del genoma mitocondrial
es responsable de hipoacusia no sindrómica, asi
como de un incremento en la susceptibilidad a la
acción ototóxica de los aminoglucósidos1. Parece
que la mutación A1555G aumenta la similitud del
rRNA 12S humano con su homólogo 16S bacteria-
no, produciendo un incremento en la unión del an-
tibiótico'4. La alta concentración que alcanzan los
aminoglucósidos en la endolinfa y en la perilinfa
provocaría un mayor daño en las células del oído
interno5.
La mutación A1555G se ha encontrado en nu-
merosas familias de diferentes países, y especial-
mente en España, donde está presente aproxima-
damente en el 15-20% de los casos familiares de
hipoacusia no sindrómica, independientemente del
patrón de herencia y de la edad de inicio673. Esta
mutación es transmitida por las madres a todos
sus descendientes, tanto varones como mujeres9.
Se estima que el 17-33% de los pacientes con
ototoxicidad por aminoglucósidos son portadores
de la mutación A1555G210".
El objetivo de nuestro estudio es determinar la
prevalencia de la mutación A1555G en pacientes
con ototoxicidad por aminoglucósidos en nuestro
medio.
PACIENTES Y MÉTODOS
Un total de 39 individuos españoles con pato-
logia auditiva o vestibular debida a ototoxicidad
por aminoglucósidos fueron incluidos en nuestro
estudio. De ellos 22 (56,4%) eran varones y 17
(43,6%) mujeres. Las edades de los pacientes
estaban comprendidas entre los 13 y los 79
años, con una media de 44 años. En 13 sujetos
no existían antecedentes familiares de ototoxici-
dad por aminoglucósidos ni de hipoacusia, es de-
cir, se trataba de casos esporádicos. Ocho pa-
cientes pertenecían a 8 familias no relacionadas
en las que había otros miembros con hipoacusia,
aunque sin aparente exposición a aminoglucósi-
dos. El resto (18 individuos) pertenecían a 4 fa-
milias en las que había al menos dos miembros
con ototoxicidad por aminoglucósidos. En 36 ca-
sos (92,3%) se trataba de toxicidad coclear y en
3 (7,7%) vestibular (estos últimos todos esporádi-
cos).
Los datos clínicos obtenidos de cada paciente
fueron los siguientes: aminogíucósido implicado,
edad en el momento de la administración, edad de
inicio de la hipoacusia o de la clínica vestibular,
modo de aparición (brusco o progresivo), tipo de
curva audiométrica12 e intensidad de la hipoacu-
sia11, presencia de acúfenos o inestabilidad-mareo-
vértigo. En la mayor parte de los casos no fue po-
sible determinar otros factores de riesgo de
ototoxicidad, como la dosis total de aminoglucósi-
do administrada, niveles plasmáticos del antibiótico
alcanzados, alteraciones en la función renal o pre-
sencia de otras patologías concomitantes. Los cri-
terios de inclusión fueron definidos como una his-
toria de exposición a aminogiucóstdos seguida por
hipoacusia o vértigos, sin otra causa definida para
los mismos.
Se obtuvo consentimiento informado para el
análisis genético de todos los pacientes que parti-
ciparon en el estudio. El test para la detección de
la mutación A1555G se realizó según el protocolo
previamente descrito".
El estudio estadístico se realizó con el progra-
ma SPSS 8.0 para Windows.
RESULTADOS
En 33 pacientes se pudo determinar el amino-
gíucósido implicado en la ototoxicidad. En 29 ca-
sos (74,4%) se trataba de estreptomicina, en 3
(7,7%) gentamícina (todos ellos esporádicos, dos
con toxicidad vestibular), y en uno (2,6%) amikaci-
na (en un caso esporádico). La edad de inicio de
la ototoxicidad fue en 18 pacientes (46,2%) antes
de los 5 años de edad, en 5 (12,8%) entre los 6 y
los 10 años, en 5 (12,8%) entre los 11 y los 30
años, en 6 (15,4%) después de los 30 años, y
desconocida en 5 casos (12,8%). De los pacientes
con ototoxicidad coclear se conocía el modo de
inicio en 28, de los cuales era brusco (horas o po-
cos días después de la administración del amino-
gíucósido) en 21 (75%) y progresivo en 7 (25%).
En los tres casos de ototoxicidad vestibular el mo-
do de aparición fue progresivo. La intensidad de la
hipoacusia fue en 2 casos (5,1%) ligera, en 7
(17,9%) moderada, en 17 (43,6%) severa y en 10
(25,6%) profunda. E! perfil audiométrico fue en 9
pacientes (23%) muy descendente, en 11 (28,2%)
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Tabla 1: Presencia de la mutación A1555G según si
existen antecedentes familiares de hipoacusia o de oto-
toxicidad por aminoglucósidos y según si hay

















moderadamente descendente, en 4 (10,3%) plano
y en 12 (30,8%) residual.
Referían acúfenos continuos 28 pacientes
(71,8%), y en 5 casos (12,8%) mareo/vértigo conti-
nuo o recurrente (incluyendo los 3 pacientes con
ototoxicidad vestibular). En ninguno de los otros
dos pacientes que referían mareo/vértigo persis-
tente se demostró que el aminoglucósido fuese e!
causante del mismo, dada la aparición del mareo
años después de la exposición al ototóxico y sin
tratarse de cuadros compatibles con hipofunctón
vestibular bilateral.
El estudio genético mostró la presencia de la
mutación A1555G en 24 pacientes (61,5%) (tabla
1). Los 18 individuos (100%) pertenecientes a 4
familias con antecedentes de ototoxicidad por
aminoglucósidos eran portadores de la mutación.
De los 8 casos con antecedentes familiares de
hipoacusia portaban la mutación 6 pacientes
(75%). Ninguno de los 13 casos esporádicos de
ototoxicidad presentaba la mutación, incluidos los
3 casos de toxicidad vestibular, De los 24 pacien-
tes portadores de la mutación A1555G se cono-
cía el aminoglucósido administrado en 20
(83,3%), tratándose en todos los casos de es-
treptomicina.
Al comparar a los pacientes que presentaban la
mutación A1555G del ADN mitocondrial con los no
portadores de la misma no se encontraron diferen-
cias estadísticamente significativas en cuanto a la
edad de inicio, modo de aparición, presencia de
acúfenos, intensidad de la hipoacusia ni perfil au-
diométrico (p>0,05) (tabla 2).
Los potenciales evocados auditivos realizados
a 3 pacientes portadores de la mutación A1555G
demostraron afectación coclear. Estudios de ima-
gen realizados a un paciente con la mutación (re-
sonancia magnética) y a 3 pacientes con toxicidad
coclear no portadores (tomografía computerizada y
resonancia magnética) fueron normales.
DISCUSIÓN
La mutación A1555G en el gen del rRNA 12S
es responsable de una alta proporción de los ca-
sos de ototoxicidad por aminoglucósidos en la
población española. En la tabla 3 pueden com-
pararse los resultados de nuestro trabajo con
oiros publicados previamente, analizados en fun-
ción de la existencia o no de antecedentes fami-
liares de ototoxicidad por aminoglucósidos1"2. Se
observa que la mayor parte de los pacientes que
tienen antecedentes familiares de ototoxicidad
son portadores de la mutación. Los casos que
no presentan antecedentes familiares de ototoxi-
cidad, pero sí historia familiar de hipoacusia por
vía materna, también son muy sugestivos de ser
debidos a la mutación A1555G. Algunos estudios
han encontrado también la mutación A1555G en
un número no despreciable de casos esporádí-
Tabla 2: Resultados y análisis estadístico respecto a la edad y modo de inicio de la hipoacusia,
presencia de acúfenos y severidad de la pérdida auditiva en los pacientes según si son portadores
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Tabla 3: Prevalencia de la mutación A1555G en pacientes con ototoxicidad por aminoglucósidos,































































































eos de ototoxicidad por aminogiucósidos1023".
Hay que tener en cuenta que, en ausencia de
exposición a aminoglucósidos, la mayor parte de
los portadores de la mutación A1555G tienen
una audición normal o desarrollan más tardía-
mente una pérdida auditiva ligera, similar a la
producida por la presbiacusia, que puede pasar
desapercibida25".
En dos individuos que tenían antecedentes fa-
miliares de hipoacusia no se detectó la mutación
A1555G. Se han encontrado otras mutaciones res-
ponsables de ototoxicidad familiar por aminoglucó-
sidos, que podrían ser las responsables de estos
casos. Bacino et al.JS analizaron 35 pacientes chi-
nos con ototoxicidad por aminoglucósidos y sin la
mutación A1555G, encontrando 3 cambios en la
secuencia del gen del rRNA 12S, de los cuales
uno podría ser una mutación patogénica: la dele-
ción de una timina en la posición 961, con varias
inserciones de citosinas. Posteriormente se ha en-
contrado esta misma mutación en otros pacientes
con ototoxicidad por aminoglucósidos293'. Tessa et
al.", analizando 80 niños con sordera en busca de
mutaciones en el ADN mttocondrial, encontraron
uno con hipoacusia severa-profunda y con dos fa-
miliares maternos con historia de hipoacusia indu-
cida por aminoglucósidos en el que identificaron la
mutación T1095C, también en el gen del rRNA
12S.
Todos los aminoglucósidos son capaces de
afectar en mayor o menor grado la función co-
clear y vestibular". En la mayor parte de los in-
dividuos portadores de la mutación A1555G des-
critos, el aminoglucósido desencadenante ha
sido la estreptomicina. A diferencia de otros paí-
ses, en los que su uso ha sido más restringido,
la estreptomicina fue utilizada con frecuencia en
España en la década de los 70 para tratar infec-
ciones banales de las vías aéreas superiores.
Este es uno de los motivos que han podido con-
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tribuir a detectar numerosos casos de ototoxici-
dad en nuestro país. Se han descrito casos ais-
lados en los que aparecen implicados otros ami-
noglucósidos, como la isepamicina34. En nuestro
trabajo el aminoglucósido responsable de la oto-
toxicidad en los individuos con la mutación
A1555G fue la estreptomicina.
Gracias a la aparición de antibióticos con
menos efectos secundarios ha disminuido la uti-
lización de los aminoglucósidos, aunque todavía
se emplean con frecuencia en el medio hospita-
lario. La hipoacusia desarrollada por aminoglu-
cósidos se ha relacionado únicamente con los
de administración inyectable. Sin embargo, son
muchos los aminoglucósidos que han estado du-
rante años, y todavía actualmente, incluidos en
preparados comerciales de administración por
vfa oral para diversas patologías. La gran hete-
rogeneidad en la severidad de la hipoacusia en
individuos con la mutación A1555G, incluso den-
tro de una misma familia, podría deberse a que
en algunos pacientes mínimas absorciones del
aminoglucósido de estos preparados pueda ha-
ber contribuido a una mayor progresión de la
sordera. No se pueden descartar otros factores
ambientales o genes nucleares que actúen co-
mo modificadores de la intensidad de la pérdida
auditiva23"7.
Los individuos portadores de la mutación gene-
ralmente desarrollan la pérdida auditiva en horas o
días tras la administración del antibiótico. Usami et
al. encontraron que en 9 pacientes con la muta-
ción A1555G la sordera apareció entre 1 día y 3
meses después de la administración del aminoglu-
cósido". Además vieron que la severidad de la hi-
poacusia no tenía relación con la edad en el mo-
mento de la administración. En algún paciente
incluso la sordera tuvo lugar tras una sola inyec-
ción del aminoglucósido. Sin embargo, en ocasio-
nes al principio únicamente aparecen acúfenos, y
la hipoacusia se desarrolla progresivamente a lo
largo de varios años, encontrándose casos en los
que el diagnóstico se produjo 17 años después cié
recibir el aminoglucósido111. De acuerdo con los re-
sultados de otros trabajos, la mayor parte de los
individuos portadores de la mutación A1555G que
han recibido aminoglucósidos presentan una hipo-
acusia de intensidad severa-profunda, con mayor
afectación de los tonos agudos10"". En nuestro
estudio no hemos encontrado diferencias estadísti-
camente significativas entre los pacientes portado-
res de la mutación y los que no la presentaban en
cuanto a la edad de inicio de la hipoacusia, a la in-
tensidad de la pérdida auditiva, ni al perfil audio-
métrico.
En nuestro estudio ninguno de los pacientes
portadores de la mutación A1555G presentaban
mareo o vértigo que pudiesen ser atribuibles al
efecto ototóxico de los aminoglucósidos. En nin-
guno de los 3 pacientes con ototoxicidad vestibu-
lar se detectó la mutación A1555G. Típicamente,
la ototoxicidad de la estreptomicina se caracteriza
por una afectación más severa y precoz del siste-
ma vestibular que de la cóclea. Aunque se des-
conoce el motivo, existe evidencia de que la oto-
toxicidad en los pacientes con la mutación
A1555G está limitada a la cóclea, sin afectar el
sistema vestibular239. Los estudios de función
vestibular exhaustivos realizados a pacientes por-
tadores de la mutación con hipoacusia profunda
después de recibir estreptomicina fueron norma-
les2540. Coincidiendo con los resultados de otros
trabajos, los potenciales evocados auditivos reali-
zados a pacientes portadores de la mutación
A1555G muestran una afectación coclear, y en
las pruebas de imagen no aparecen alteraciones
en el oído2540.
Como conclusión, la mutación A1555G es una
causa frecuente de ototoxicidad por aminoglucó-
sidos en la población española. Por el momento,
la principal aplicación clínica de la detección de
esta mutación está en prevenir la hipoacusia por
aminoglucósidos. Por lo tanto, antes de adminis-
trar estos antibióticos a un paciente, es muy im-
portante realizar una anamnesis detallada en
busca de antecedentes familiares de ototoxicidad
o de hipoacusia por vía materna. De igual modo,
debería realizarse un estudio genético para des-
cartar la presencia de la mutación A1555G a todo
paciente con ototoxicidad por aminoglucósidos.
La presencia de la mutación contraindicaría estos
antibióticos en todos los familiares por vía mater-
na.
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